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El cáncer de mama de mujeres jóvenes (≤ 35 años) se ha 
evidenciado más agresivo que el de mujeres mayores, y con peor 
pronóstico a corto/largo plazo. Sin embargo, si el cáncer de mama 
en jóvenes es una entidad biológica distinta o simplemente un 
reflejo de un mayor porcentaje de casos con fenotipos agresivos es 
actualmente un motivo de controversia. El propósito de este estudio 
fue determinar si esta mayor agresividad se debe a la activación de 
vías genéticas diferentes en los tumores de mujeres jóvenes. 
Además, se analizaron las características clínicas y patológicas 
diferenciales en el cáncer de mama de jóvenes y mayores. Y 
finalmente se estudió si uno de los genes diferencialmente 
expresados en el tejido tumoral de mujeres jóvenes (erbB4) se 
asociaba con mayor agresividad. 
Se revisaron las características clínicas y patológicas de 258 
pacientes ≤ 35 años diagnosticadas de cáncer de mama en el 
Servicio de Oncología y Hematología del Hospital Clínico de 
Valencia y se correlacionaron con 101 pacientes mayores de 45 
años. Para el estudio genético se utilizaron las muestras de tejido 
parafinado procedentes de la cirugía mamaria o de la biopsia 
diagnóstica de pacientes jóvenes y mayores que no hubieran 
recibido previamente tratamiento para su cáncer de mama. Se 
extrajo el RNA para los estudios moleculares (expresión 
microRNAs y plataforma de investigación basada en PAM50, 
pibPAM50).  
Los resultados obtenidos mediante el estudio de miRNAs revelaron 
dos grupos de muestras claramente diferenciados. Se seleccionaron 
20 miRNAs de los sub-nodos más llamativos y se comprobó que 
estaban relacionados con vías de proliferación celular, adhesión, 
etc. Los resultados obtenidos mediante el estudio de la pibPAM50 
nos revelan que existen 29 genes que se encuentran expresados de 
forma diferencial en mujeres jóvenes y mayores (p< 0.005) y que 
  
los tumores de mujeres jóvenes sobreexpresan subtipos intrínsecos 
más agresivos que los de las mujeres mayores.  El paso siguiente 
fue el estudio del gen erbB4, uno de los genes que se observaba, 
tanto por miRNAs como por PAM50, diferentemente expresado en 
tumores de cáncer de mama de mujeres jóvenes y mayores, y 
observamos que su co-expresión con el gen erbB2 se asocia a un 
peor pronóstico en mujeres jóvenes. 
Además, el estudio de las características clínicas y patológicas de 
los tumores nos han demostrado diferencias en términos de factores 
de riesgo entre mujeres jóvenes y mayores, con una disminución de 
la edad de la menarquía, una disminución del número de 
gestaciones y en la edad del primer embarazo en los últimos 15 años 
en las mujeres jóvenes con cáncer de mama. También hemos visto 
que los tumores de mujeres jóvenes son de mayor tamaño, con 
mayor grado histológico y mayor porcentaje de afectación axilar, 
así como mayor sobreexpresión de HER2. Y que existe una relación 
significativa entre afectación axilar y riesgo de recaída en las 
mujeres jóvenes de nuestra serie.  
Todos estos datos nos sugieren que el cáncer de mama en mujeres 
jóvenes (≤ 35 años) es una entidad biológica distinta del cáncer de 









Breast cancer in young women (≤ 35 years) has shown more 
aggressive than older women and with worse prognosis in the short 
/ long term. However, if breast cancer in young people is a distinct 
biological entity or simply a reflection of a higher percentage of 
cases with aggressive phenotypes it is now a subject of controversy. 
The purpose of this study was to determine whether this increased 
aggressiveness is caused by the activation of different genetic 
pathways in the tumors of young women. In addition, the clinical 
and pathological differential breast cancer in young and old women 
was analyzed. Finally, we studied whether one of the genes 
differentially expressed in tumor tissue of younger women (erbB4) 
was associated with increased aggression. 
The clinical and pathological features of 258 patient’s ≤ 35 years 
diagnosed with breast cancer at the Unit of Oncology and 
Hematology of the Hospital Clinico of Valencia and correlated with 
101 patients older than 45 years were reviewed. For the genetic 
study were used the paraffin tissue samples from breast surgery or 
diagnostic biopsy of younger and older patients who had not 
previously received treatment for breast cancer. RNA was extracted 
for molecular studies (microRNAs expression and research platform 
based on PAM50, pibPAM50). 
The results obtained by studying miRNAs revealed two distinct 
groups of samples. 20 miRNAs of the most striking sub-nodes were 
selected and were found to be associated with cell proliferation 
pathways, adhesion, etc. The results obtained by studying the 
pibPAM50 reveal that there are 29 genes that are differentially 
expressed in young and older women (p <0.005) and tumors of 
young women overexpress more aggressive intrinsic subtypes that 
older women. The next step was to study the gene erbB4, one of the 
genes that was observed, therefore miRNAs as PAM50, differently 
expressed in tumors of breast cancer younger and older women, and 
  
found that co-expression with ERBB2 gene it is associated with a 
worse prognosis in younger women. 
The study of the clinical and pathological features of the tumors 
have shown differences in terms of risk factors among younger and 
older women, with a decrease in age at menarche, a decrease in the 
number of pregnancies and age first pregnancy in the past 15 years 
in young women with breast cancer. We have also seen young 
women tumors are larger, with higher histologic grade and higher 
percentage of axillary involvement and greater overexpression of 
HER2. There is a statistically significant relationship between 
axillary involvement and risk of relapse in young women in our 
series. 
All these data suggest that breast cancer in younger women (≤ 35 
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II. 1. CÁNCER DE MAMA 
II. 1. 1. Glándula mamaria y cáncer de mama 
 La glándula mamaria es un órgano altamente especializado 
cuya función específica es sintetizar, secretar y proporcionar leche 
al recién nacido. De origen ectodérmico, está presente en ambos 
sexos. En el hombre se mantienen rudimentarias toda la vida, en 
cambio en la mujer están poco desarrolladas hasta antes de la 
pubertad, cuando comienza el proceso de la maduración. El máximo 
desarrollo de estas glándulas se produce durante el embarazo y 
especialmente en el periodo posterior al parto, durante la lactancia, 
que es cuando la glándula mamaria alcanza un estado maduro de 
desarrollo a través de las influencias hormonales (estrógenos, 
somatotropina y hormonas adrenales) a nivel celular. Estas 
influencias hormonales generan modificaciones en la anatomía de la 
glándula, convirtiéndola en un órgano secretor de leche. Este 
órgano tiene la capacidad de regresar a su estado inicial cuando cesa 
la lactancia y de volver al mismo ciclo de expansión y regresión en 
los siguientes embarazos que ocurran durante la vida reproductiva 
de la mujer(1, 2).  
 La glándula mamaria está formada por tres tipos de tejidos: 
glandular de tipo túbulo-alveolar, conjuntivo que conecta los 
lóbulos, y adiposo que ocupa los espacios interlobulares. El tejido 




de tubos delgados llamados ductos. Cada lóbulo a su vez se 
subdivide en lóbulos más pequeños (lobulillos) separados por 
bandas suspensorias fibrosas llamadas ligamentos de Cooper, que 
conectan la piel con la fascia (tejido conectivo) que cubre los 
músculos pectorales. Estos lobulillos están formados por entre diez 
y cien acinos o alveolos, cada uno con un conducto excretor 
denominado conducto terminal. Los acinos están estructurados por 
un conjunto de células secretoras que producen la secreción láctea y 
conforman una cavidad a la cual vierten dicha secreción. Éstos se 
encuentran rodeados de células mioepiteliales y capilares 
sanguíneos que participan activamente en el proceso de secreción y 
eyección de la leche (Figura 1).   
 El cáncer de mama es una enfermedad compleja que aparece 
tras la proliferación anormal y desorganizada de las células que 
componen el tejido mamario (3). Aparece tras múltiples 
alteraciones en la función y estructura de los genes de las células 
afectadas. Los distintos procesos moleculares que se asocian con la 
formación y progresión tumoral son: 
a) Activación de oncogenes (ras, myc, etc). 
b) Inactivación de genes supresores (Rb, p53, APC, BRCA1 y 2, 
etc). 
c) Alteraciones en los genes relacionados con la apoptosis 
(Caspasas, p53, etc). 
d) Alteraciones de los genes implicados en la reparación del ADN 
(MisMatch Repair System o MMR, Base escisión Repair, etc). 





Figura 1. Estructura del tejido mamario: lóbulo, lobulillos, acinos, conductos 
galactóforos, conductos colectores y pezón, rodeados de tejido conectivo, graso y 
linfático. 
 Habitualmente, el cáncer de mama se inicia como una lesión 
premaligna denominada hiperplasia ductal atípica, después progresa 
a un estadio preinvasivo llamado carcinoma ductal in situ (CDIS) y 
culmina en un carcinoma ductal invasivo. Este es un proceso 
multipaso durante el cual las alteraciones genéticas y moleculares se 
van acumulando.  
 La evidencia patológica y molecular sugiere que el CDIS es 
un precursor de la enfermedad invasiva. Así como que el cáncer de 
mama es una enfermedad heterogénea, con diferentes subtipos 
caracterizados por distintas alteraciones moleculares, con diferentes 






II. 1. 2. Epidemiología 
 El cáncer es el mayor problema de salud pública en el 
mundo en la actualidad(5),  y el cáncer de mama es, a nivel 
mundial, el cáncer más frecuente en incidencia.   
 En Europa el cáncer más común diagnosticado en el año 
2012 fue el cáncer de mama con 464000 casos. En cuanto a 
mortalidad, el cáncer de mama ocupó el tercer puesto, con 131,000 
casos(5, 6) (Figura 3). 
 En España el cáncer de mama es también el tumor maligno 
más frecuente en incidencia y mortalidad en la mujer española en el 
año 2012 (25215 casos nuevos diagnosticados, con una prevalencia 
a los 5 años de 104210 casos)(7, 8). En los años 80, España se 
encontraba entre los países europeos con menor incidencia de 
cáncer de mama. A partir de los años 90 se evidenció un aumento 
en la incidencia del mismo. Múltiples factores se han propuesto 





como causantes de este cambio de tendencia: el descenso de la 
fertilidad, el incremento de la obesidad, el estilo de vida sedentario 
y el consumo de alcohol (9, 10). 
 Cuando analizamos la incidencia del cáncer de mama por 
grupos de edad en España, en los últimos años, objetivamos que el 
grupo de edad de 25 a 44 años, presenta un incremento de alrededor 
un 1,7%, el grupo de edad de 45-64 años presenta una disminución 
en la incidencia y en el subgrupo de mayores de 65 años existe una 
estabilización de la incidencia.  
 El reciente incremento en la incidencia de cáncer de mama 
de las mujeres españolas menores de 45 años (mientras en el resto 
de países desarrollados la incidencia en este rango de edad se ha 
estabilizado) puede deberse a múltiples factores. Las mujeres 
españolas menores de 45 años no entran en el programa de 
screening con mamografía, sólo un 4% de las mujeres entre 25 y 34 
años se realizan controles mamográficos, y un 19% de las mujeres 
entre 35 y 44 años. Por lo que el screening no parece ser la causa de 
este aumento de incidencia. Una explicación más plausible de este 
hecho es el cambio de vida que han experimentado las españolas en 
las últimas dos décadas. Por ejemplo, la disminución de la fertilidad 
que se ha observado en toda Europa ha sido especialmente 
importante en España, dónde el número de nacimientos por cada 
mujer ha pasado de un 2.9 en 1970 a un 1.2 en 1995. Además la 
edad del primer embarazo pasó de los 25 años en 1975 a los 29 años 
en el año 2000. Por otra parte, la edad de la menarquía, un factor de 




ha disminuido más en España que en otras ciudades europeas. En 
resumen todo parece indicar que el reciente aumento de cáncer de 
mama en mujeres jóvenes en España es debido a cambios 
reproductores y en el estilo de vida(10). 
 En cuanto a la mortalidad por cáncer de mama en España, la 
implementación de programas de detección precoz, junto con los 
avances diagnósticos y terapéuticos, se han traducido en un 
incremento de la supervivencia, que se sitúa, según datos recientes 
de EUROCARE-4 por encima del 80% a los cinco años del 
diagnóstico en España(11). 
 
Figura 3.  Mortalidad en Europa secundaria al cáncer en hombres y mujeres de 
1970-1974 a 2005-2009 y tasas de predicción de 2014(12) 
II. 1. 3. Factores de riesgo 
 Se han identificado numerosos factores de riesgo asociados 




antecedentes reproductivos y con la exposición hormonal durante la 
vida de la mujer(13).  (Tabla 1). 
II. 1. 3. 1. Edad 
 El cáncer de mama aumenta exponencialmente con la edad 
como ocurre con todos los carcinomas. Sin embargo, la pendiente 
de crecimiento se ralentiza tras la menopausia, con la caída de los 
estrógenos circulantes. Aproximadamente un 64% de las mujeres 
diagnosticadas de cáncer de mama se encuentran alrededor de los 
55 años (14-17). 
 
 
Evidencia bien establecida Magnitud del riesgo 
FACTORES DE RIESGO 
Aumento de edad ++ 
País desarrollado ++ 
Mutaciones en BRCA1 & BRCA2 ++ 
Mutaciones en otros genes de alta 
Penetrancia (p53, ATM, NBS1, LKB1) 
++ 
Radiación ionizante (exposición en la infancia) ++ 
Hª de enfermedad mamaria benigna ++ 
Menopausia tardía (> 54) ++ 
Menarquia precoz (< 12) ++ 
Nuliparidad o primer parto tardío ++ 
Mama radiográficamente densa ++ 
Terapia hormonal sustitutiva + 
Uso reciente de anticonceptivos orales + 




Evidencia bien establecida Magnitud del riesgo 
FACTORES DE PROTECCIÓN 
Países de Asia y África -- 
Edad temprana de embarazo a término -- 
Alta paridad -- 
Lactancia de larga duración -- 
Obesidad en mujeres premenopáusicas - 
Actividad física - 
Quimioprevención - 
 
Tabla 1. Factores de riesgo de cáncer de mama y factores protectores (14). 
Modificado de Dumitrescu RG, Cotarla I. Understanding breast cancer risk – 
where do we stand in 2005. J Cell Mol Med 2005; 9: 208-221 (14) 
II. 1. 3. 2. Factores reproductivos: 
Edad de menarquía 
 La menarquía temprana se asocia con un riesgo aumentado 
de cáncer de mama tanto en la premenopausia como en la 
postmenopausia. El inicio de la menarquía a la edad de 11 años o 
menor es un factor de riesgo establecido para el cáncer de mama, y 
el inicio de la menarquía a los 15 años o mayor es considerado un 
factor protector establecido. Un año de retraso en la aparición de la 
menarquía está asociada con una reducción del 5% en el riesgo de 
desarrollar cáncer de mama (18-20). 
Edad de menopausia 
 Cada año de retraso en la menopausia aumenta el riesgo de 





Edad en el primer embarazo 
 El embarazo tiene un doble efecto a corto y largo plazo, ya 
que se asocia con un incremento en el riesgo inicial, ligado al 
aumento de hormonas circulantes, pero constituye un factor de 
protección a largo plazo, debido a la maduración del tejido 
mamario, que se traduce en una menor tasa de proliferación. Este 
efecto protector aumenta con el número de hijos. Cada embarazo 
reduce el riesgo relativo de cáncer de mama en un 7%. La reducción 
del riesgo es mayor si los embarazos son a edades más tempranas, 
de este modo la mujer que tiene su primer hijo antes de los 20 años 
tendrá un 30% menos de riesgo que la mujer que tenga su primer 
hijo a la edad de 35 años(17, 21, 22).  
Lactancia materna 
 La lactancia materna prolongada constituye un factor de 
protección, con un 4% de disminución del riesgo de cáncer de 
mama por cada 12 meses de lactancia materna(14, 16, 21).  
II. 1. 3. 3. Factores relacionados con el estilo de vida: 
Dieta 
 El papel que la dieta pueda tener como causa de cáncer de 
mama no está claramente definido. Más de 20 estudios han 
investigado la relación entre el consumo de carne y productos 
lácteos con el riesgo de cáncer de mama con resultados 
contradictorios. Algunos estudios han puesto en evidencia un 
aumento del riesgo de cáncer de mama con el consumo de carne (en 




análisis de varios estudios con 7379 casos, no se observó ninguna 
asociación entre el consumo de carne roja, o productos lácteos con 
el cáncer de mama (24). En el caso del consumo de grasas, existen 
también datos contradictorios, han sido reportados datos entre el 
consumo elevado de grasas y cáncer de mama pero los estudios 
prospectivos no confirman dicha asociación (25-30). 
 Recientemente el Grupo Español de Investigación en Cáncer 
de Mama (GEICAM) ha publicado los datos del estudio epi-
GEICAM, dónde se investigó el papel de la dieta en la génesis del 
cáncer de mama en España en más de 1000 mujeres con diagnóstico 
reciente de cáncer de mama y 1000 mujeres control. Llegando a la 
conclusión de que el consumo de alimentos de la denominada “dieta 
mediterránea” (pescado, vegetales, legumbres, patatas, frutas, aceite 
y bajo consumo de zumos y bebidas calóricas) puede reducir el 
riesgo de desarrollar cáncer de mama hasta en un 
30%(especialmente en los tumores triple negativos). Por el 
contrario, la dieta occidental (alto consumo de productos grasos, 
carne procesada, dulces, bebidas calóricas y bajo consumo de 
cereales) es la más perjudicial para desarrollar cáncer de mama y, lo 
que es más preocupante, es la dieta más frecuente en las mujeres 
jóvenes (31). 
Índice de masa corporal (IMC) 
 La obesidad está asociada con un aumento de riesgo en 
pacientes postmenopáusicas (con un riesgo incrementado de un 2% 




fuente de estrógenos procede del tejido adiposo, por ello la obesidad 
es un factor de riesgo (32-34). 
 Del mismo modo, múltiples estudios han puesto en 
evidencia que en las mujeres premenopaúsicas y/o menores de 50 
años, no existe tal riesgo o incluso la obesidad se comportaría como 
un factor protector, dado que, la obesidad en niñas y adolescentes se 
asocia con irregularidades en el ciclo menstrual y mayor número de 
ciclos anovulatorios (16, 32, 35-37). 
Alcohol 
 El alcohol es el factor dietético que más asociado está con el 
riesgo de cáncer de mama, algunos estudios han demostrado hasta 
un 30% de incremento de riesgo en mujeres consumidoras de 
alcohol. Por cada 10 gramos de alcohol por dia, el riesgo aumenta 
aproximadamente un 7%. El efecto por el que existe este aumento 
de riesgo parece ser por el efecto carcinogénico directo del 
acetaldehído, principal metabolito del alcohol, así como por un 
efecto hormonal, ya que el consumo de alcohol aumenta los niveles 
de estrógenos circulantes (38) (39). 
II. 1. 3. 4. Estado hormonal: 
Uso de anticonceptivos orales (ACOs) 
 Los anticonceptivos orales parecen producir un leve 
aumento del riesgo de cáncer de mama en mujeres consumidoras de 
ACOs durante muchos años, pero parece tener un corto efecto. En 
un metaánalisis publicado se observó que en las consumidoras 




existía un riesgo relativo de 1.24. Pero tras 10 años de suspender el 
consumo no existía diferencia en el riesgo (Riesgo Relativo 1.01) 
con respecto a las que no habían consumido ACOs (40). 
Terapia hormonal sustitutiva 
 La terapia hormonal sustitutiva aumenta el riesgo de cáncer 
de mama en las mujeres tratadas. Los estudios observacionales 
demuestran que la terapia con estrógenos más progestágenos 
incrementa el riesgo de cáncer de mama; y este efecto desaparece 
tras abandonar su uso(14, 41-45). 
II. 1. 3. 5. Exposición a radiación 
 La exposición a altas o moderadas dosis de radiaciones 
ionizantes, sobre todo en los primeros años de vida y en la 
adolescencia aumenta el riesgo de padecer un cáncer de mama (14, 
46, 47). 
II. 1. 3. 6. Historia familiar y mutaciones genéticas 
 La historia familiar es uno de los factores de riesgo más 
importantes a la hora de desarrollar un cáncer de mama. La mayor 
parte de los cánceres de mama son esporádicos, mientras que 
alrededor de un 5-10% de los casos se producen en pacientes con 
una fuerte agregación familiar de cáncer de mama y con varios 
miembros afectados en las diferentes generaciones (48). 
 Las mujeres con historia familiar de cáncer de mama 
presentan un aumento de riesgo de enfermedad. Se ha estimado, que 
tener un familiar de primer grado afecto por cáncer de mama 




lo incrementa un 21.1% (49). Se estima que el 5-10% de los 
cánceres de mama son debidos a mutaciones en genes de alta 
penetrancia, de las cuales el 20-25% ocurre en BRCA 1 y 2, 
localizados en los cromosomas 17 y 13 respectivamente, con una 
frecuencia de 1.2 por 1000 mujeres (50).  
 La mayoría de los tumores BRCA 1 y BRCA 2 son 
carcinomas ductales invasivos. Los tumores BRCA 1 se 
caracterizan por un alto grado histológico e índice mitótico, mayor 
frecuencia de carcinomas medulares (hasta un 11%), de triples 
negativos (Receptores de estrógenos y progesterona negativos, 
HER2 negativo) y de fenotipo basal. Así como expresión de 
marcadores basales o mioepiteliales (citoqueratinas 5, 6, 14, 7, y 
EGFR). Los tumores BRCA 2 sólo parecen asociarse a una mayor 
presencia tubular. Los tumores no debidos a mutaciones en los 
genes BRCA 1/2 tienden a presentar grados histológicos e índices 
mitóticos menores que los asociados a mutación (51).  
 El riesgo de desarrollar un cáncer de mama a lo largo de la 
vida se sitúa en alrededor de un 60% en las portadoras de BRCA 1 y 
del 50% en las de BRCA 2 (52, 53). 
 Existen otros genes conocidos de alta penetrancia que 
incrementan el riesgo de cáncer de mama son: p53, PTEN, 
RAD51C y ATM , genes de alta penetrancia intermedia como 
SKT11 (Peutz- Jeghers) y CDH1 y genes de penetrancia intermedia 
como BRIP1,CHECK2 y PALB2 donde también se han descrito 




 Puesto que sólo entre un 5 y un 10% de los cánceres de 
mama pueden atribuirse a síndromes de predisposición familiar al 
cáncer que suponen mutaciones de genes únicos con alta 
penetrancia, probablemente gran parte de la fracción etiológica 
restante relacionada con una causa genética se deba a 
polimorfismos de un núcleotido único (SNP) o a una combinación 
de SNP. Los polimorfismos más investigados incluyen los genes 
implicados en las rutas de síntesis y metabolismo de los estrógenos, 
la reparación del ácido dexosirribonucleico (ADN) y las principales 
rutas metabólicas (16, 50, 54).  
 
Figura 4. Distribución del cáncer de mama familiar. A: Una pequeña fracción de 
los casos de cáncer de mama es hereditaria. B: Proporción de casos de cáncer de 
mama hereditario explicables por los distintos genes de susceptibilidad. 
 
II. 1. 4. Estadificación 
La estadificación en el cáncer de mama se utiliza para 
agrupar a los pacientes en función de la extensión de su enfermedad 




clasificación TNM, descrita según las normas de la Internacional 
Union Against Cancer (U.I.C.C.) y que contiene tres parámetros 
que coinciden con los principales factores pronósticos clásicos: 
 T = Tamaño o extensión del tumor primario 
 N = Ausencia o presencia de afectación ganglionar axilar 
 M = Ausencia o presencia de metástasis a distancia 
Está clasificación fue revisada en 2010 y se detalla en el 
anexo I. : (57) 
II. 1. 5. Factores pronósticos y predictivos 
 Un factor pronóstico en cáncer se define como aquella 
característica disponible en el momento de la cirugía o del 
diagnóstico que se correlaciona con la evolución de la enfermedad 
en ausencia de tratamiento adyuvante sistémico. El factor 
pronóstico se relaciona con la historia natural de la enfermedad y 
puede utilizarse para calcular la probabilidad de que la enfermedad 
vuelva a aparecer. Los factores pronósticos nos pueden ayudar a 
seleccionar a las pacientes que pueden beneficiarse de un 
tratamiento adyuvante. 
 Un factor predictivo es aquel factor que predice la respuesta 
a un tratamiento específico. Los factores predictivos son capaces de 




II. 1. 5. 1. Tamaño tumoral 
 Las pacientes con tumores mayores tienen menor 
supervivencia. Tras la afectación ganglionar, el tamaño tumoral es 
el factor pronóstico más relevante (58). El riesgo de recidiva 
aumenta de forma lineal con el tamaño del tumor en las pacientes 
con menos de 4 ganglios linfáticos afectos por metástasis. En 
pacientes sin adenopatías afectas, tratadas únicamente con 
mastectomía (59) con tumores ≤ 1 cm la supervivencia a los 20 años 
fue de un 92%, y en aquellas con tumores > 1 cm y ≤ 2 cm fue del 
75-80%. 
II. 1. 5. 2. Subtipo histológico 
 En general, los carcinomas ductales invasivos tienen un 
pronóstico similar a los carcinomas lobulillares. Los subtipos 
tubular, mucinoso y medular tienen mejor pronóstico que el 
carcinoma ductal infiltrante (60).  
 
II. 1. 5. 3. Grado histológico  
 La estimación del grado histológico es una apreciación 
subjetiva del anatomopatólogo, por lo que, intentando disminuir la 
variabilidad interobservador se ha propuesto el Indice de Scarff-
Bloom-Richardson (58, 61) (Anexo II). En 2008, Rakha y 
colaboradores evaluaron el papel que jugaba el grado histológico 
(GH) como factor pronóstico independiente. En sus resultados el 
GH fue más decisivo que la afectación ganglionar, dado que 




supervivencia libre de progresión (SLP) que aquellos con G2 o G1 
con afectación ganglionar (62).  
II. 1. 5. 4. Afectación ganglionar 
 La presencia o ausencia de afectación ganglionar axilar se ha 
considerado clásicamente como el factor pronóstico aislado más 
significativo en el cáncer de mama. Existe una relación directa entre 
el número de ganglios axilares afectos y el riesgo de desarrollar 
metástasis a distancia. De forma aproximada, el intervalo libre de 
enfermedad (ILE) para las pacientes sin afectación ganglionar es del 
80%, mientras que las pacientes con afectación axilar tienen un 
riesgo de recaída de alrededor del 63% si no reciben tratamiento 
adyuvante. En los últimos años la clasificación TNM ha modificado 
los estadíos en función de la afectación axilar y la linfadenectomia 
axilar ha sido rechazada en los casos de micrometástasis en el 
ganglio centinela (63). 
 Así mismo, en la actualidad se están llevando a cabo 
ensayos clínicos, como el ensayo clínico RxPONDER, con el 
objetivo de valorar en pacientes con 1 a 3 ganglios axilares afectos 
tras la cirugía y con receptores hormonales (RH) positivos, HER2 
negativo, si existe beneficio de añadir a la hormonoterapia 
quimioterapia, con el fin de valorar si la afectación ganglionar es 
tan importante como se pensaba inicialmente (64).  
II. 1. 5. 5. Índice de proliferación celular/Ki 67 
 El marcaje de la proliferación tumoral determinado por la 




calculados mediante citometría de flujo. La expresión de Ki-67 se 
ha relacionado con el pronóstico de las pacientes, de tal forma que 
un valor alto del mismo se asocia con peor pronóstico (65, 66). 
En los últimos años también se ha observado que el Ki 67 puede 
actuar también como un factor predictivo de respuesta a la 
quimioterapia neoadyuvante (67). 
II. 1. 5. 6. Receptores hormonales 
 Tanto los receptores de estrógeno (RE) como los receptores 
de progesterona (RP) son factores pronósticos en la evolución 
inicial del cáncer de mama aunque perderán su valor pronóstico a 
largo plazo. 
 Las pacientes con tumores con RE positivos tienen mejor 
supervivencia en los 5 primeros años aunque esta ventaja 
desaparece en seguimientos más largos. El estado de los RP añade 
poca información pronóstica al de los RE. No existe ninguna duda 
de que el estado de RE es un potente predictor de respuesta al 
tamoxifeno y que la respuesta está relacionada con los niveles de 
RE (68-70). 
II. 1. 5. 7. HER2/neu 
 Desde el punto de vista clínico, aproximadamente el 18-20% 
de los cánceres de mama invasivos son HER2-positivo, es decir, 
que se caracterizan por una amplificación y/o una sobreexpresión 
del oncogén HER2, un receptor transmembrana con actividad 
tirosina quinasa (TK), debido a la amplificación del gen que 




asocia a peor pronóstico en ausencia de un tratamiento específico 
(71-74).   
 La sobreexpresión/amplificación del oncogén HER2 
proporciona información pronóstica y predictiva e identifica a las 
pacientes que pueden beneficiarse de las terapias anti-HER2 (75-
79). 
II. 1. 5. 8. Edad al diagnóstico 
 Las pacientes menores de 35 años tienen, en general, un peor 
pronóstico que las pacientes más mayores. Los cánceres de mama 
detectados en este subgrupo de pacientes se caracterizan por ser 
tumores más grandes, con mayor grado histológico, mayor 
afectación ganglionar y mayor proporción de tumores HER2 
positivos o triples negativos. Este tema lo volveremos a analizar con 
mayor profundidad en el punto siguiente. 
II. 2. CÁNCER DE MAMA EN MUJERES 
MUY JÓVENES (≤ 35 años) 
II. 2. 1. Consideraciones generales 
 Aunque la edad media de aparición del cáncer de mama sean 
los 61 años, aproximadamente una de cada cuarenta mujeres 
diagnosticadas con cáncer de mama es muy joven, lo que constituye 
de un 5 a un 7% de todas las muertes por cáncer en estas mujeres 
(80).  
  Los tumores de estas pacientes exhiben, habitualmente, 




grados histológicos elevados, mayor porcentaje de invasión de 
ganglios linfáticos, sobreexpresión de HER2 y mayor frecuencia de 
tumores triples negativos) que las pacientes mayores (81, 82). Por lo 
que, normalmente, reciben tratamientos más agresivos (en cuanto a 
cirugía, radiación, quimioterapia, terapias biológicas y terapia 
endocrina se refiere) (83).  
 Debemos también apuntar que las mujeres jóvenes son 
normalmente premenopaúsicas al diagnóstico y en muchos casos 
tras la quimioterapia entran en una situación de amenorrea, que en 
algunos casos es permanente, e infertilidad (un problema muy 
importante para mujeres que probablemente deseaban tener hijos en 
el futuro). Todo esto puede causar efectos secundarios y tiene un 
impacto importante en la calidad de vida, llevando en muchas 
ocasiones a desequilibrios psicológicos a largo plazo (84). 
 Por todo esto, el primer consenso internacional sobre 
mujeres jóvenes con cáncer de mama recomienda que las mujeres 
diagnosticadas de cáncer de mama menores de 40 años, deban ser 
valoradas por un equipo multidisciplinar que incluya oncólogos 
médicos, cirujanos de mama, oncólogos radioterápicos, ginecólogos 
expertos en fertilidad, etc. Dado que, esta patología a esta edad 
temprana, con sus características psicosociales propias como son el  
mantenimiento de la fertilidad, salud sexual,  consejo genético, y 
sus características tumorales diferenciales, requiere una valoración 




II. 2. 2. Detección y diagnóstico 
 Siguiendo la premisa de que el mejor tratamiento frente al 
cáncer es un diagnóstico temprano, las mamografías representan la 
mejor arma frente al cáncer de mama. De hecho, el diagnóstico 
estandarizado de la mamografía en mujeres entre 50 y 70 años ha 
reducido la mortalidad por este tipo de tumor. Sin embargo, el 
tejido mamario en las mujeres jóvenes menores de 40 años es denso 
y dificulta la visualización de tumores o áreas de calcificaciones, de 
modo que con la mamografía es difícil diferenciar entre tumor o 
tejido normal. Por lo que las mujeres jóvenes, habitualmente, 
consultan por una masa mamaria y el cáncer de mama es 
diagnosticado en estadios más avanzados de la enfermedad (87).  
 Aunque la resonancia magnética nuclear (RMN) mamaria es 
más útil en mamas densas,  no ha demostrado mejorar el pronóstico 
ni se ha evidenciado beneficio en términos de recurrencia local o a 
distancia en jóvenes o mayores cuando se realiza una RMN 
mamaria preoperatoria(82). Aunque sí se recomienda su uso en 
pacientes jóvenes de alto riesgo como aquellas con mutaciones 
conocidas en los genes BRCA 1 y 2 y las que hayan recibido 
radioterapia previo a los 30 años de edad (por ejemplo por una 
enfermedad de Hodgkin), entre otros(88), pero no existen datos 
suficientes para recomendarla como screening en mujeres menores 
de 40 años. 
II. 2. 3. Consejo Genético 
 Las pacientes diagnosticadas de cáncer de mama por debajo 




Genético, independentemente de su historia familiar de cáncer de 
mama, para valorar la probabilidad de tener una mutación en los 
genes BRCA. 
II. 2. 4. Características tumorales 
 El pronóstico y el manejo del cáncer de mama han estado 
siempre influenciados por variables clásicas como el tipo 
histológico, grado histológico, tamaño tumoral, afectación 
ganglionar y el estado de los RE, RP, y HER2. Recientemente, 
diferentes grupos de investigación han identificado firmas genéticas 
de expresión que predicen el pronóstico del cáncer de mama en 
función de los genes activados en el tumor. 
 En la práctica clínica, utilizamos los criterios 
inmunohistoquímicos para identificar los subtipos histopatológicos. 
En el año 2009 el estudio BCIRG 001,(70), y en el año 2011 el 
Consenso Internacional de expertos de St Gallen (89), definieron de 
forma retrospectiva y por criterios inmunohistoquímicos los 
siguientes subtipos tumorales: 
 ●Luminal A: con RE positivos y/o RP positivos, HER2 negativo y 
Ki 67 < 14%.  
 ●Luminal B: Dentro de este grupo se englobarían otros 2 
subgrupos: 
- Luminal B (HER2 negativo): RE y/o RP positivos, HER2 




-Luminal B (HER2 positivo): RE y/o RP positivos, HER2 
sobreexpresado o amplificado y cualquier Ki 67. 
 ●HER2 sobreexpresado: RE/RP negativos y HER2 positivo. 
 ●Triple negativo: RE negativos, RP negativos, HER2 negativo. 
 En la última década, los estudios basados en el análisis 
global de la expresión génica han identificado 4 subtipos intrínsecos 
principales de cáncer de mama: Luminal A, Luminal B, HER2 
enriquecido y Basal-like. Estas entidades moleculares presentan 
significantes diferencias en términos de factores de riesgo 
epidemiológicos, historia natural, y diferentes respuestas a las 
terapias locales y sistémicas (4, 90-100).  (Ver Figura 5) 
 Las siguientes características definen a los conocidos como 
subtipos intrínsecos de cáncer de mama:  
  ● Luminal A. El cáncer de mama luminal A es el subtipo 
más común, representando un 50-60% del total. Se caracteriza por 
la expresión génica de RE, RP, Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), GATA3 
y citoqueratina 8/18, entre otros. Presenta una baja expresión de 
genes relacionados con la proliferación celular y ausencia de 
expresión de HER2, así como una baja tasa de proliferación medida 
por Ki67 y un grado histológico bajo. Aunque sí son frecuentes las 
mutaciones de la vía PI3K (49%). 
 Las pacientes con este subtipo tumoral tienen un mejor 
pronóstico; la tasa de recaída es del 27,8% (significativamente 




recaída es también mayor. El patrón de recaída más habitual es en 
forma de metástasis óseas y la respuesta a la quimioterapia es pobre. 
 ● Luminal B.  Los tumores con el perfil molecular Luminal 
B representan entre el 10% y el 20% de todos los cánceres de 
mama. En comparación con el subtipo Luminal A, poseen un 
fenotipo más agresivo, mayor grado histológico, mayor índice de 
proliferación, peor pronóstico y una respuesta intermedia a la 
quimioterapia. El patrón de recaída también difiere, aunque la 
enfermedad ósea continúa siendo el lugar de recaída más frecuente 
(30%). 
 Expresa también RE pero se evidencia un aumento en la 
expresión de genes de proliferación, tales como MK167, ciclina D1 
y en ocasiones el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y el gen 
HER2.  
 Las mutaciones de PI3K no son tan frecuentes como en el 
subgrupo anterior, son de un 32%, y coexisten con pérdidas de 
pTEN. También es frecuente la hipermetilación del DNA. 
  ● HER2 positivo: De un 15 a un 20% de todos los cánceres 
de mama corresponden a este subtipo molecular. Se caracterizan por 
una alta expresión del gen HER2, y otros genes asociados con la vía 
HER2 y/o por la amplificación del gen HER2 situado en el 
cromosoma 17q12. Presenta también una sobreexpresión de los 
genes relacionados con la proliferación celular. Otra característica 
diferencial de este subtipo es la baja expresión de los genes del 




 Son tumores muy proliferativos, con un alto grado 
histológico, inestabilidad genómica y más del 40% tienen 
mutaciones de p53 y un 42% mutaciones de PI3K. 
 Desde el punto de vista clínico, el subtipo HER2 positivo se 
caracteriza por una alta quimiosensibilidad y por un mal pronóstico 
(aunque en los últimos años el tratamiento anti-HER2 ha mejorado 
la supervivencia tanto del cáncer de mama metastásico como de la 
enfermedad localizada). 
 ● Basal-like: El subtipo basal representa el 10-20% de todos 
los carcinomas de mama. Se caracteriza por una baja expresión de 
los genes Luminales, baja expresión del grupo de genes HER2 y 
alta expresión de los genes de proliferación y del denominado grupo 
de genes basal. El grupo de genes basal incluye citoqueratinas como 
la CK5, 6, 14, y la 17; el gen EGFR; c-Kit; vimentina; P-Cadherina; 
Fascina y Caveolinas 1 y 2. 
 Poseen también una gran frecuencia de mutaciones de P53 y 
es frecuente la hipometilación del DNA, la inestabilidad genómica y 
la aneuploidia,  
 Clínicamente, son tumores que se caracterizan por su 
aparición a una edad más temprana, un mayor grado histológico y 
tamaño tumoral, así como mayor frecuencia de afectación 
ganglionar. Cuando estos tumores recidivan predominantemente es 




 ● Claudin-low. Después de la clasificación inicial en los 
cuatro subtipos anteriores, en el año 2007 se identifica este nuevo 
subtipo, caracterizado, genéticamente, por la baja expresión de 
genes relacionados con la adhesión celular como las claudinas 3, 4 y 
7, y la E-cadherina, y una alta expresión de genes mesenquimales 
como vimentina, Snail1, Snail2 y twist1. Este subtipo tiene una 
expresión genética muy similar al subtipo Basal-like como una baja 
expresión de los genes del subtipo Luminal y HER2, pero a 
diferencia del Basal-like, se sobreexpresan genes relacionados con 
la respuesta inmune y con la transición epitelio-mesenquima.  
 Clinicamente, los tumores claudin-low tienen un peor 
pronóstico, una mala respuesta a la quimioterapia y poseen mayor 













Figura 5. Subtipos intrínsecos de cáncer de mama. Modificado de PEROU et al. Cold 
Spring Harb Perspect Biol 2011. 
 A, B, C, D, E: Análisis de 677 tumores malignos de mama, identificando 5 
subtipos intrínsecos mediante análisis genético: Luminal A, Luminal B, Normal-like y 
basal-like y la identificación de un nuevo subtipo llamado claudin-low.  
 F: Tabla de Kaplan-Meier dónde vemos la supervivencia basada en la SLP de 
cada subgrupo. 
 





















Aunque cuando estudiamos los subtipos intrínsecos del 
cáncer de mama no parecen existir diferencias basadas en la edad, 
todos estos avances en la Oncología molecular de los últimos años, 
nos hacen preguntarnos si estamos ante una entidad biológica única 
y diferenciada cuando nos enfrentamos al cáncer de mama de 
mujeres jóvenes. El hecho de si el cáncer de mama en pacientes 
jóvenes debe considerarse diferente genéticamente del cáncer de 
mama de mujeres mayores o si por el contrario, su comportamiento 
es solamente debido a una mayor frecuencia de los subtipos más 
agresivos, o incluso a un retraso en el diagnóstico es un tema que 
sigue siendo, a día de hoy, controvertido (81, 101-105).  
 Asimismo, hay estudios contradictorios sobre la 
identificación de corta edad como un factor pronóstico 
independiente (81). 
 Es por todo ello, que los tumores de este grupo de pacientes 
deben seguir siendo estudiados para intentar identificar factores 
pronósticos y vías tumorales diferenciales y con ello poder disponer 
de tratamientos específicos para nuestras mujeres jóvenes con 
cáncer de mama. 
II. 2. 5. Tratamiento 
Cirugía 
 La evidencia científica sugiere que la cirugía mamaria 
conservadora seguida de radioterapia se asocia con tasas de 
supervivencia y control local de la enfermedad similares a la 




La indicación de vaciamiento selectivo del ganglio centinela 
(BSGC) o de vaciamiento axilar (VA) debe ser el mismo que en 
pacientes de mayor edad, dado que no se han evidenciado 
diferencias en cuanto al pronóstico (109, 110).  
Radioterapia 
 Los efectos a largo plazo de la radioterapia en los órganos 
vecinos a la mama (corazón, mama contralateral, pulmon 
ipsilateral) hacen que sean especialmente importantes en las 
mujeres jóvenes por su potencial supervivencia a largo plazo. Por 
todo ello se recomienda la utilización de modernas técnicas de 
radioterapia con la finalidad de minimizar los riesgos y aumentar 
los beneficios. El resto de recomendaciones de Radioterapia son 
similares para mujeres jóvenes que para las de edad más avanzada 
(85, 111-114).  
Terapia adyuvante sistémica  
a. Quimioterapia neo/adyuvante 
 Las indicaciones de terapia adyuvante/neoadyuvante 
sistémica en mujeres jóvenes debe basarse, como en las mayores, en 
las características biológicas del tumor (incluyendo RH, HER2, 
proliferación y GH), el estadio tumoral y las comorbilidades. El tipo 
de tratamiento debe ser independiente, a día de hoy, del estatus 
mutacional de BRCA. Previo a cualquier decisión terapeútica la 
paciente joven deberá ser informada sobre temas relacionados con 
la fertilidad y contracepción. La edad temprana por sí misma no es 




para mujeres jóvenes. Si bien es cierto que, como hemos comentado 
anteriormente, el cáncer de mama de mujeres jóvenes tiene 
características asociadas a peor pronóstico (tumores grandes, 
afectación ganglionar, etc) por lo que deberían ser tratadas con un 
régimen estándar que incluyera taxanos y antraciclinas (80, 85, 115-
119).  
b. Terapia endocrina 
 La terapia neoadyuvante endocrina no debe ser administrada 
en pacientes jóvenes fuera de ensayo clínico. Las pacientes jóvenes 
con cáncer de mama invasivo con receptores hormonales (RH) 
positivos serán candidatas a recibir tamoxifeno (tras la 
quimioterapia o inicialmente, si se descarta la quimioterapia en 
función de las características tumorales). El beneficio de tomar 
tamoxifeno durante 5 años es similar en pacientes muy jóvenes y 
más mayores y los beneficios en menores de 35 años no parecen 
modificarse en función del tiempo de amenorrea tras la 
quimioterapia (120).  
 La duración óptima del tamoxifeno no está clara, después de 
los resultados de los estudios ATLAS y ATTOM, continuar con 
tamoxifeno hasta cumplir 10 años de tratamiento comparado con 5 
años, reduce el riesgo de mortalidad por cáncer de mama. Del 
mismo modo también hay que tener en cuenta lo que significa en 
pacientes con una larga expectativa de vida continuar 5 años más 
con tamoxifeno como por ejemplo el riesgo aumentado de 
trombosis venosas,  de neoplasias de endometrio y de abandonar 




que la decisión sea individualizada, balanceando entre el riesgo de 
recaída, el beneficio absoluto y la calidad de vida (121, 122). 
 Recientemente se han publicado los datos conjuntos del 
ensayo TEXT y SOFT (123-125) donde se evidencia que en 
mujeres premenopaúsicas con cáncer de mama precoz que hayan 
recibido quimioterapia neo/adyuvante, el tratamiento adyuvante con 
exemestano más supresión ovàrica reduce el riesgo de recurrencia 
más que con tamoxifeno más supresión ovárica o tamoxifeno sin 
supresión ovárica. Este beneficio es más evidente en mujeres 
menores de 35 años. 
c. Tratamiento adyuvante anti-HER2 
 Un año de tratamiento con trastuzumab adyuvante con o 
después de la quimioterapia es indicado para aquellas pacientes con 
tumores HER2 positivos, mayores de 1 cm, con ganglios positivos o 
negativos, con una fracción de eyección ventricular mayor del 50% 
y sin factores de riesgo cardiovascular importantes, 
independientemente de la edad. 
 En el estudio HERA se objetivó que las pacientes por debajo 
de los 35 años se beneficiaban de un año de trastuzumab al igual 
que el resto de la población del estudio (126).  
Enfermedad metastásica 
 Tal y como se recomienda en el cáncer de mama localizado, 
en el cáncer de mama metastásico la edad por sí misma no debe ser 
una razón para prescribir terapias más agresivas (tanto en lo 




hormono-sensibles y terapias biológicas). En el momento actual no 
hay datos para prescribir tratamientos distintos o dosis distintas en 
mujeres jóvenes (80, 85).  
II. 2. 6. Fertilidad, embarazo y lactancia 
 La planificación familiar y la fertilidad son temas 
prioritarios en las pacientes jóvenes con cáncer de mama, por lo que 
todas ellas deberán ser asesoradas en este tema, tal y como 
recomiendan la Sociedad Americana de Oncología clínica y la 
Sociedad Americana de Medicina Reproductiva (84, 127, 128).  
 Con respecto a la gestación tras un cáncer de mama, todos 
los datos retrospectivos muestran que no existe un efecto perjudicial 
en el pronóstico. Por lo que, en principio la gestación tras un cáncer 
de mama no sebe ser prohibida (129, 130).  
 Por otra parte señalar que el cáncer de mama durante la 
gestación es muy infrecuente. Aproximadamente 1 de cada  3000 
mujeres diagnosticadas de cáncer de mama se encontrarán 
embarazadas en el momento del diagnóstico, y sólo un 10% de las 
pacientes diagnosticadas de cáncer de mama por debajo de los 40 
años desarrollan la enfermedad durante el embarazo (131). Lo 
mismo ocurre en el caso del cáncer de mama durante la lactancia, 
los estudios son escasos y con un número límitado de pacientes, 





II. 3. MÉTODOS DE ANÁLISIS GENÓMICO 
EN CÁNCER DE MAMA  
 
 Una de las barreras que nos encontramos cuando nos 
enfrentamos al cáncer de mama es su heterogeneidad clínica y 
genética. En los últimos años estamos asistiendo a una nueva forma 
de diferenciar a las pacientes en función de su pronóstico y de la 
diferente respuesta a la quimioterapia gracias a los biomarcadores 
moleculares. Los análisis de expresión génica nos ayudan a 
identificar distintas firmas moleculares en cáncer de mama con 
diferentes pronósticos. Los perfiles de expresión génica han tenido 
un gran impacto para el conocimiento de la biología del cáncer de 
mama y más recientemente en la asistencia clínica (4, 133, 134).  
 Los test genéticos que miden la expresión de 21-70 genes se 
usan, actualmente, de forma rutinaria en la clínica para evaluar el 
riesgo de recurrencia en el cáncer de mama localizado, y en función 
del resultado valorar el mejor tratamiento para las pacientes. 
Múltiples predictores de riesgo de base genética se encuentran 
actualmente en el mercado, pero nos centraremos en tres por ser los 
más estudiados (135, 136) (Tabla 2). 
II. 3. 1. MammaPrintR y Oncotype Dx™ 
 Actualmente disponemos en la práctica clínica de dos 
plataformas de expresión de DNA comercializadas, validadas en 





 Mammaprint ® utiliza la tecnología del microarray para 
analizar la expresión de 70 genes en tejido tumoral o fresco. Fue 
aprobado por la FDA en el año 2007 como test pronóstico para ser 
usado junto a otros factores clínico-patológicos. Sus resultados se 
reportan como bajo riesgo (riesgo de recurrencia del 10 % a los 10 
años sin tratamiento adyuvante) o alto riesgo (riesgo de recurrencia 
del 29% a los 10 años sin tratamiento adyuvante)(137, 138).  
 El test Oncotype® evalúa la expresión de RNA mensajero 
(mRNA) de 21 genes (16 genes relacionados con cáncer y 5 genes 
de referencia) mediante técnicas de RT-PCR (reacción en cadena de 
la polimerasa mediante trascriptasa inversa). La expresión de estos 
21 genes se reporta como una puntuación de riesgo de recurrencia 
(RR), que varía de 0 a 100. Este test define tres situaciones de 
riesgo según el RR: bajo riesgo (<18), intermedio (18-30), y alto 
riesgo (≥ 31). Estas categorías corresponden a un riesgo de 
recurrencia a distancia a los 10 años tras 5 años de terapia endocrina 
de <12, de 12 a 21%, y de 21 a 33% respectivamente (139).  
 La integración de estas plataformas génicas validadas se 
contempla a nivel de las principales guías y consensos 
internacionales de expertos en cáncer de mama como una ayuda en 
la toma de decisiones, considerando criterios de disponibilidad y 
coste (89) (136) (140) (90) (141).  
 El perfil de pacientes candidatas al uso de estas plataformas 
son mujeres menores de 75 años, con cáncer de mama en estadio 




II. 3. 2. PAM50 (ROR-S) 
 El predictor genético PAM50 es un clasificador de riesgo 
basado en la expresión de 50 genes mediante RT-PCR que clasifica 
los tumores malignos de mama intervenidos, RE positivos y 
negativos, en uno de los cuatro subtipos moleculares 
intrínsecos(Luminal A, Luminal B, HER2 enriquecido y Basal-
like), prediciendo de este modo su pronóstico.  Adicionalmente, la 
firma genética PAM50 genera una puntuación o score 
individualizado que estima la probabilidad de recurrencia de la 
enfermedad mediante la ponderación de las correlaciones de los 
subtipos moleculares, los genes de proliferación expresados y el 
tamaño tumoral tras la cirugía. Y con esta información puede 
ayudar a los clínicos a tomar decisiones basadas en el riesgo de 
muerte de las pacientes (98, 142, 143).  
 Esta herramienta presenta varias ventajas tales como el uso 
de RT-PCR, la utilidad del material fijado en  parafina y su 
aplicabilidad a todos los subtipos de cáncer de mama y no sólo a 
tumores RE positivos. En el caso de clasificar un tumor como de 
bajo riesgo podría ser obviada la quimioterapia (144-146).  
 En 2012 se publica un estudio dónde se compara el test 
Oncotype con el PAM50 en 151 tumores RE positivos, estadio I, II. 
Los autores encuentran similitudes entre las dos plataformas 
genómicas para los tumores de alto (por ejemplo Luminales B o RR 
> 31) y bajo riesgo (por ejemplo Luminal A o RR<18) pero PAM50 




con RR intermedio por Oncotype fueron reclasificados como 
Luminal A por PAM50 (147). 
 
 














de 70 genes 
basada en 
microarrays 
2 categorías con diferente riesgo 
de desarrollar metástasis a los 10 
años: 
-Bajo riesgo (13%) 















Obtiene un RS continuo(0-100) 
que predice el riesgo de 
recurrencia a distancia a los 10 
















Riesgo continuo de recurrencia 
(0-100). Categoriza el tumor en 
función de los subtipos 
intrínsecos moleculares 
 
Tabla 2. Características de las principales plataformas genómicas. Modificada de 




II. 4. LOS MICRORNAs COMO    
REGULADORES GENÉTICOS 
II. 4. 1. Génesis y función de los MicroRNAs  
 Los microRNAs (miRNAs) son pequeñas (de 18 a 25 
nucleótidos) secuencias de RNA no codificante que juegan un 
importante papel en la regulación de la expresión génica. Se unen a 
secuencias complementarias de mRNA llevando a la represión o 
degradación del mRNA complementario (se unen a la zona 3´ de los 
mensajeros). Esta unión, por lo general, resulta en la represión de la 
traducción y el silenciamiento de genes mediada por el complejo 
RISC (complejo de silenciamiento inducido por RNA)(148-150). 
 La desregulación en la expresión de muchos de los miRNAs 
se ha relacionado con varios tipos de enfermedades (151, 152) y con 
algunos tipos de cáncer (153, 154) 
 Los miRNA pueden funcionar como supresores de tumores 
o como oncogenes (155). 
II. 4. 2. MicroRNAs y cáncer de mama 
 La evidencia científica ha demostrado que la expresión 
aberrante de miRNAs se asocia con el cáncer de mama. Varios 
estudios han identificado marcadores moleculares, como miR- 21, 
miR- 9, let-7, miR- 205, miR- 126 y miR -335, relacionados con 
tumores de mama con gran capacidad de proliferación y 




miR-373 han sido identificados como oncogenes, y miR-221 se ha 
visto sobreexpresado en cáncer de mama triple negativo (156-164).  
 Además, en algunos estudios se ha demostrado la 
correlación entre la expresión de miRNAs con características 
histopatológicas específicas del cáncer de mama, como el estadio 
tumoral, el índice de proliferación celular, la invasión vascular y el 
estatus de los RE, RP y HER2 (165). Estudios preliminares sugieren 
que las firmas de miRNAs podrían definir, de forma similar a como 
ha sido encontrado con el perfil de expresión génica, los diferentes 
subtipos intrínsecos de cáncer de mama (166).  
II. 5. IMPORTANCIA DE LA EXPRESIÓN 
GÉNICA DE LA FAMILIA HER Y SU 
RELACIÓN CON CÁNCER DE MAMA 
 
 La familia de las glicoproteínas HER/erbB que está 
compuesta por cuatro miembros: HER1 o EGFR (Epidermal 
Growth Factor Receptor), HER2 (que no tiene ligando con 
conocido), HER3 (que carece de actividad tirosin-cinasa) y HER4. 
Los receptores HER se caracterizan por ser glicoproteínas 
transmembrana compuestas por 3 dominios (extracelular, 
transmembrana e intracelular con actividad protein kinasa).  
 Esta familia de receptores se encuentra expresada en células 
epiteliales, mesenquimales, neuronales y en sus progenitores 




diferenciación y la función de numerosos tejidos en humanos y una 
desregulación de su función está relacionada con diferentes 
neoplasias (167, 168).  
 Cuando estos receptores se activan son traslocados al 
núcleo, dónde participan en la señal celular. La dimerización de 
estos receptores genera una cascada de señalización capaz de activar 
otras vías, las más importantes son la via Raf/Ras/MAP kinasa, la 
vía de la fosfolipasa C gamma y la vía de señalización PI3 
kinasa/Akt. Controlando de este modo, numerosos procesos 
celulares como la angiogénesis, la proliferación, la diferenciación, 
la supervivencia/apoptosis, la migración, la invasión y metástasis.  
 En el caso del cáncer de mama el papel que juega HER2 en 
su patogénesis es bien conocido, y actualmente se está estudiando la 
implicación del resto de los receptores de la familia HER. En el 
caso de erbB4, la relación existente con la carcinogénesis mamaria 
está en investigación actualmente. ErbB4 se activa por multiples 
ligandos: neuregulina-1 (heregulina), neuregulina-2, neuregulina-3, 
neuregulina-4, betacelulina y epiregulina entre otros. La unión de 
erbB4 a su ligando estimula la homodimerización de erbB4 o la 
heterodimerización con cualquier otro ErbB receptor (169-172). 
ErBb4 tiene 4 isoformas, pero sólo una se encuentra expresada en el 
cáncer de mama (JM-a) (173, 174). Mientras erbB1 es esencial en la 
diferenciación ductal de la mama, erbB4 juega un papel esencial en 
la maduración alveolar durante el embarazo y el inicio de la 




 Los resultados de los distintos estudios que evalúan la 
significación de la sobreexpresión de erbB4 son a día de hoy 
contradictorios. En algunos de ellos la elevada expresión de erbB4 
se asocia a larga SLP, bajo grado histológico, y RE positivos(177-
184). En otros, por el contrario, la expresión de erbB4 se ha 
asociado a mal pronóstico, con tumores de alto grado, invasión 
vascular y ganglios axilares positivos (185, 186). 
 Parece evidente que la co-expresión de erbB4 con EGFR y 
ErbB2 en el cáncer de mama se asocia a peor pronóstico. Por el 
contrario, la sobreexpresión de erbB4 solo se correlaciona con un 
pronóstico más favorable (187). Por ello, se postula que erbB2 
podría ser el responsable de que erbB4 se pueda comportar como un 
supresor de tumores o como un oncogén (188). También se ha 
observado que la coexpresión de erbB4 con HER2 se asociaría a 
mejor pronóstico y mayor SLP en las pacientes que reciben 
neoadyuvancia o adyuvancia con trastuzumab (189).  
 ErbB4 ha demostrado inmunoreactividad nuclear en un gran 
número de tejidos tumorales (182) (173). En el caso del cáncer de 
mama la inmunoreactividad nuclear de ErbB4 se ha asociado con 
peor pronóstico comparado con la inmunoreactividad de membrana 
o citoplasmática en el caso del cáncer de mama ErbB4-positivo 
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III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
III. 1.  HIPÓTESIS 
 El análisis de la bibliografía científica y el estado actual de 
los conocimientos nos permiten afirmar que el pronóstico del cáncer 
de mama viene determinado por las características biológicas del 
tumor, la precocidad de su diagnóstico y la calidad del tratamiento 
recibido.  
 
 Las determinaciones histológicas del cáncer de mama sólo 
identifican de forma parcial su comportamiento biológico. Pero 
combinándolas con los perfiles de expresión génica tumoral 
poseemos más datos acerca de la biología de cada cáncer de mama 
y podremos ofrecer a las pacientes tratamientos individualizados. 
 
 El cáncer de mama en las mujeres muy jóvenes (<35 años) 
posee unas características propias que lo diferencian del cáncer de 
mama de mujeres mayores. Son pacientes en las que, además de 
estudiar la biología del tumor, debemos tener en cuenta aspectos 
como la fertilidad, la salud sexual, la importancia de la imagen 
corporal, de la vida laboral y de las relaciones sociales. A todo ello 
se suma que parecen ser tumores más agresivos, altamente 
metastásicos y con peor pronóstico y supervivencia. Teniendo en 
cuenta que, suelen tratarse de igual modo los tumores que presentan 
similares características histológicas, sin diferenciar por edad, ni 
teniendo en cuenta la características sociales y psicológicas que 
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diferencian a jóvenes de mayores, es de vital importancia 
determinar si estos tumores podrían corresponder a tumores 
biológicamente distintos, con vías de señalización oncogénicas 
distintas y si  podrían clasificarse como un nuevo subtipo particular 
dentro del cáncer de mama y, por lo tanto, podríamos utilizar 
nuevos marcadores para diseñar estrategias terapéuticas más 
específicas y menos agresivas. 
  
 Por todo ello, nuestra hipótesis principal es que el cáncer de 
mama de pacientes muy jóvenes (≤ de 35 años), es biológicamente 
distinto del cáncer de mama de pacientes mayores 
postmenopáusicas, activándose vías oncogénicas de señalización 
distintas de aquellas activadas en mujeres mayores. Que hacen que 
en las mujeres jóvenes el cáncer de mama sea más agresivo, con 
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III. 2.  OBJETIVOS 
III. 2. 1. Principal 
 Determinar si el cáncer de mama de pacientes muy jóvenes 
(≤ de 35 años) es biológicamente distinto del cáncer de mama de 
mujeres postmenopáusicas, con diferentes vías oncogénicas 
activadas. 
III. 2. 2. Secundarios 
 Comparar las diferencias existentes entre la población de 
pacientes con cáncer de mama muy jóvenes con respecto a la 
población de pacientes con cáncer de mama postmenopáusicas  
1. Investigar si en los últimos años existe un aumento en la 
incidencia de cáncer de mama en mujeres muy jóvenes y comparar 
en términos de factores de riesgo. 
2. Identificar factores pronósticos histológicos y moleculares y 
evaluar si las mutaciones en los genes BRCA son más frecuentes en 
mujeres jóvenes. 
3. Estudiar la asociación entre edad al diagnóstico y riesgo de 
recaída y mortalidad. Correlacionar con los factores pronósticos 
histológicos y moleculares. 
4. Evaluar la concordancia entre los subtipos intrínsecos definidos 
por PAM50 y los subtipos inmunohistoquímicos. 
5. Identificar patrones de recaída en función de los subtipos 
intrínsecos en mujeres jóvenes. 
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IV. MATERIAL Y MÉTODOS 
IV. 1. SELECCIÓN DE LA POBLACIÓN A 
ESTUDIO. CRITERIOS DE INCLUSIÓN 
 
 Se estudiaron de forma retrospectiva todas las pacientes 
diagnosticadas de cáncer de mama con una edad de 35 años o 
menores y valoradas en el Servicio de Hematología y Oncología 
Médica del Hospital Clínico de Valencia desde el año 1998 al año 
2014 (16 años), obteniendo un total de 258 pacientes. Se estudió 
como grupo control 101 pacientes diagnosticadas y tratadas en el 
mismo Servicio de Oncología Médica de un cáncer de mama, con 
edades comprendidas entre los 45 y los 95 años y que fueran 
postmenopáusicas. 
 Para localizar a las mujeres de ambos grupos se consultó la 
base de datos del Servicio de Hematología y Oncología Médica del 
HCUV. En esta base está recogida toda la información de las 
pacientes remitidas desde cirugía u otros centros, con un 
diagnóstico de cáncer de mama. 
 Los datos necesarios para el estudio se han obtenido 
principalmente a partir de la documentación presente en la historia 
clínica hospitalaria. 
 En las tablas siguientes (Tabla 3, 4 y 5) se detallan las 
variables clínicas y anatomopatológicas recogidas con su definición 
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correspondiente. Estas variables se obtienen de forma rutinaria en la 
primera visita en las consultas externas (CCEE) de Oncología, tras 
la cirugía y en las consecuentes visitas de las pacientes. 
 Para el estudio genético mediante la plataforma Affimetrix  
(con la finalidad de  establecer un perfil molecular de expresión de 
microRNAs característico de cáncer de mama en mujeres jóvenes) y 
la plataforma PAM50  (con la intención corroborar que distintos 
genes se activan en función de la edad de diagnóstico del cáncer de 
mama) se identificaron un total de 100 muestras (de las 258 mujeres 
jóvenes diagnosticadas de cáncer de mama) con material parafinado 
en el Biobanco del Hospital Clínico Universitario de Valencia, de 
las cuales se conservaba material parafinado en buen estado de unas 
60. Todas ellas sin mutación conocida en los genes BRCA.Se 
utilizaron como grupo a comparar las muestras de tejido tumoral 
mamario de las mujeres mayores, pareadas con los tumores de las 
pacientes jóvenes con el fin de eliminar cualquier variable de 
confusión. Se parearon en función del subtipo molecular, tamaño 
tumoral, estado nodal, GH, porcentaje de expresión de Ki 67, 
expresión de RH y sobreexpresión de HER2.  
 En el análisis inicial con Affimetrix se incluyeron un total de 
33 pacientes con cáncer de mama: 21 mujeres diagnosticadas antes 
de los 35 años, y 12 pacientes con cáncer de mama mayores de 65 
años de edad. También se recogieron muestras de tejido de tres 
mujeres jóvenes sin patología mamaria que se sometieron a cirugía 
de reducción mamaria, para emplearlas como control. 
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 El estudio mediante la plataforma PAM50 se realizó en 31 
muestras tumorales de pacientes jóvenes (≤ 35 años) y en 18 de 
mujeres mayores de 45 años postmenopáusicas (dado que el resto 
de muestras fallaron por problemas técnicos). De estas 49 muestras, 
33 fueron las utilizadas también en Affimetrix.  
 El estudio fue aprobado por el comité ético del hospital, y 
cuenta con el consentimiento firmado de todas las participantes 
(documento del Biobanco que permite el uso para investigación del 
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VARIABLE CLÍNICA DEFINICIÓN 
NOMBRE COMPLETO 
Tal y como consta en los datos administrativos 
recogidos en la Historia Clínica 
NÚMERO DE 
HISTORIA CLÍNICA 
Número de identificación asignado a la paciente 
en el Hospital 
FECHA DE 
NACIMIENTO 
Tal y como consta en los datos administrativos 
recogidos en la Historia Clínica 
FECHA DE 
DIAGNÓSTICO 
Fecha del resultado anatomopatológico que 
confirma el diagnóstico 
EDAD AL 
DIAGNÓSTICO 
Obtenida de la fecha de nacimiento y de la fecha 
del diagnóstico 
<36 años: 1 
>50 años: 2 
IMC (MEDIDA DE 
ASOCIACIÓN ENTRE 
EL PESO Y LA TALLA 
DE UN INDIVIDUO). 
1: <25 
2: 25-30 








CÁNCER DE MAMA 
1: Antecedentes de 1º grado 
2: Antecedentes de 2º grado 
3:Antecedentes de 1º y 2º grado 
4: No antecedentes familiares 
5: Desconocido 
EDAD DE LA 
MENARQUIA 
1: ≤ 11 años 
2: 12-14 años 
3: ≥ 15 años 
4: Desconocido 
EMBARAZOS 




EDAD DEL PRIMER 
EMBARAZO 
1: < 20 años 
2: 20-30 años 
3: > 30 años 
4: Desconocido 
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1: Premenopaúsica (la mujer mantenia la 
menstruación en el momento del diagnóstico del 
cáncer de mama 
2: Postmenopáusica(hacia más de un año que la 
mujer no tenia la menstruación cuando se 







4: Sí, pero de otro cáncer 





LUGAR DE RECAIDA 
Órgano dónde aparece la enfermedad 
nuevamente 





FECHA DE RECAIDA 
1: < 1 año tras el diagnóstico inicial 
2: 1-5años tras el diagnóstico 
3: > 5 años tras el diagnóstico 
FECHA DEL ÚLTIMO 
CONTROL MÉDICO 
Fecha de la última visita al Servicio de 
Oncología Médica 
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VARIABLE CLÍNICA DEFINICIÓN 
SITUACIÓN EN EL 
ÚLTIMO CONTROL 
1:Viva 
2: Fallecimiento por la enfermedad 
3: Fallecimiento por otra causa 
4: Pérdida 
 
Tabla 3. Descripción de las variables clínicas estudiadas en la población con 












1: I o bien diferenciado  
2: II o moderadamente diferenciado  
3:III o pobremente diferenciado  
4: Desconocido  
T.T. (EN EL CASO DE 
TUMORES 
MULTICÉNTRICOS O 
MULTIFOCALES SE HA 
CONSIDERADO EL DE 
MAYOR TAMAÑO) 
1: < 2 cm 
2: 2 -5 cm 







4: No cirugía axilar 
NÚMERO DE GANGLIOS 
AXILARES AISLADOS 
Tal y como consta en el informe de 
Anatomía Patológica 
NÚMERO DE GANGLIOS 
AXILARES AFECTOS 
Tal y como consta en el informe de 
Anatomía Patológica 








1: Luminal A  
2: Luminal B  
3:Luminal (Ki 67 no especificado) 
4: HER 2  
5:Luminal/HER2  













1: Positivo  
2: Negativo  
3: Indeterminado(++/+++, FISH/SISH no 
realizado) o desconocido 
KI 67 
1: < 14%  
2: 14-30%  












BASADO EN  PAM50 
1: Luminal A 




6: PAM50 no realizado 
  
Tabla 4. Descripción de las variables anatomopatológicas estudiadas en el tumor de las 
pacientes con cáncer de mama. GH: Grado histológico (se codifica siguiendo los criterios 
de Scarff-Bloom Richardson). T.T: Tamaño tumoral. 








1: Mastectomia radical modificada con 
vaciamiento axilar  
2: Mastectomia radical modificada con BSGC  
3: Tumorectomía con vaciamiento axilar 
4: Tumorectomia con BSGC  
5: Desconocido 
















1: Tratamiento dentro de un ensayo clínico 
2: Quimioterapia basada en taxanos y 
antraciclinas 
3: Quimioterapia con antraciclinas, sin taxanos 
4: Quimioterapia con taxanos, sin antraciclinas 











2: Tamoxifeno más análogos de LH-RH  
3: Inhibidor de aromatasa  
4: Desconocido 
 
Tabla 5. Descripción de las variables de tratamiento recibido en las pacientes 
estudiadas. BSGC: Biopsia selectiva del ganglio centinela. 
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IV. 2. TIPOS DE MUESTRAS UTILIZADAS 
(PARAFINADAS) 
 
 Todas las muestras de tejido utilizadas en la realización de 
esta tesis fueron recogidas de pacientes con cáncer de mama 
jóvenes (≤ 35 años) y de pacientes mayores postmenopáusicas tras 
la cirugía del cáncer de mama o tras la biopsia con aguja gruesa 
(BAG) diagnóstica. Una de las condiciones iniciales fue que las 
muestras estudiadas serían de pacientes que no habían recibido 
ningún tratamiento para su cáncer de mama previamente.  
 Todas las muestras de tejido fueron incluidas en FFPE 
(tejido embebido en parafina fijado con formalina), eligiéndose un 
bloque de tejido con tumor y parénquima mamario normal que sirve 
de control interno.  
 Las secciones de parafina, de tres micras de espesor, se 
desparafinaron en estufa a 37ºC, durante toda la noche.  
 La recuperación antigénica se realizó con tampón citrato, 
ajustando el Ph, y PTLink de DAKO a 95ºC durante 20 minutos.  
 Se utilizó para la tinción hematoxilina y eosina (H&E) con 
el fin de obtener un control histológico de todas las muestras.  
 Todas las muestras de tejido contenían material tumoral por 
encima del 30 %. 
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 Los tumores fueron clasificados como triple negativo, 
HER2, Luminal B o Luminal A basándonos en la expresión de los 
marcadores inmunohistoquímicos (RE, RP, HER2, y Ki 67), 
siguiendo los criterios adoptados en el 12th St Gallen International 
Breast Cancer Conference, 2011. 
 • Receptores de estrógeno y progesterona 
 La tinción del anticuerpo es nuclear y se valora tanto la 
intensidad de la tinción como la proporción de núcleos tumorales 
teñidos: 
 Intensidad 0: No hay tinción 
      1: Tinción débil 
      2: Tinción moderada 
      3: Tinción intensa 
 Proporción 0: No hay tinción 
       1: <1% de núcleos teñidos 
       2: 1-10% de núcleos teñidos 
       3: 11-33% de núcleos teñidos 
       4: 34-66% de núcleos teñidos 
       5: 67-100% de núcleos teñidos 
Material y Métodos 
67 
 
 Un tumor se clasificó como positivo para receptores de 
estrógeno y progesterona cuando más del 1 % de los núcleos 
celulares del tumor expresaban el antígeno.  
 • Ki 67 
 La tinción del anticuerpo es nuclear. Se valora calculando el 
porcentaje de núcleos tumorales teñidos. 
 • HER2/erbB2 
 Para su determinación se utilizó el Herceptest, y en el caso 
de que este fuera indeterminado (++/+++) se realizaba la 
Hibridación In Situ con inmunofluorescencia (FISH) o la 
Hibridación In Situ con plata (SISH). HER-2 se consideró positivo 
con 3+ en el Herceptest® o cuando estaba amplificado con 
FISH/SISH. 
 Herceptest: Esta determinación se realizó en tejido fijado en 
formaldehido tamponado al 10%, eligiéndose un bloque de tejido 
con tumor infiltrante. La recuperación antigénica se realizó en baño 
a 96/99 grados. Se utilizó el anticuerpo policlonal de Pharma DX 
(Dako Corp) clon A0485. Se valoró la tinción membranosa de las 
células tumorales: 
 -3+: Tinción completa de membrana, intensa y uniforme > 
del 30% de las células infiltrantes tumorales. 
 -2+: Tinción completa de membrana, débil o no uniforme en 
al menos 10% de las células infiltrantes tumorales 
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 -0/1+: Ausencia de tinción o tinción débil de membrana 
incompleta. 
 FISH: Determina si existe amplificación del HER2 neu en el 
cromosoma 17. La sonda utilizada es HER2 FISH PharmaDX
 TM
. 
SISH determina también la amplificación del HER2, mediante la 
sonda HER2 DNA Probe (Roche-Ventana). 
 • HER4/erbB4.  
 Para la tinción inmunohistoquimica (IHC), el tejido fue 
desparafinado mediante lavados sucesivos con xilol y 
posteriormente rehidratado mediante lavados consecutivos en un 
gradiente de concentraciones decrecientes de etanol: etanol 
absoluto, etanol al 95%, 80% y por último al 70%, se finalizó con 
un lavado con agua destilada.  
 Para el desenmascaramiento antigénico las muestras fueron 
sumergidas en tampón de desenmascaramiento y sometidas a 
presión mediante autoclave o incubadas en un baño a altas 
temperaturas, según el caso. Tras esto, las muestras fueron enfriadas 
a temperatura ambiente y se bloqueó la actividad de la peroxidasa 
endógena mediante incubación con peróxido de hidrógeno al 3% 
con azida sódica (NaN3) a 15 mM durante 5 minutos a temperatura 
ambiente. Tras un lavado concienzudo con tampón salino Tris 1X 
(TBS), las secciones de tejido fueron incubadas con el anticuerpo 
primario durante 1 hora o 30 minutos, según el caso, tras lo cual, se 
volvieron a lavar con TBS 1X y se incubaron con el anticuerpo 
secundario por 30 minutos (EnVisionTM FLEX anti rabbit, Dako, 
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Glostrup, Denmark). Para la tinción se empleó el cromógeno 
Diaminobenzidina (DAB) al 5% (Dako, Glostrup, Denmark) 
además de hematoxilina ácida para contrastar. Una vez revelada la 
tinción, se deshidrató la muestra mediante lavados sucesivos en 
xilol tras etanol en concentración creciente (70%, 80% y 95%) hasta 
etanol absoluto, una vez deshidratada la muestra, se añadió al 
portaobjetos medio de montaje Entellan® y se aisló con un 
cubreobjetos.  
 Las secciones fueron examinadas mediante microscopía y la 
intensidad de la tinción fue calificada mediante un patólogo en una 
escala relativa (como en el caso de ErbB2) incluyéndose la 
localización de la tinción (membrana, citoplasmática o nuclear).  
 Para la tinción de HER4 se empleó el anticuerpo monoclonal 
Anti-ERBB4/HER4 (phospho-Tyr1162, clone EP2270Y) (LifeSpan 
Bioscience, Inc, Seattle, WA) (en base a la literatura consultada, 
dado que es un receptor estudiado en investigación) a una 
concentración 1:100 respecto a la proporcionada por el fabricante y 
se incubó con el anticuerpo secundario EnVisionTM FLEX anti 
rabbit, (Dako, Glostrup, Denmark).  
IV. 3. ASIGNACIÓN DE EVENTOS  
IV. 3. 1. Diagnóstico 
 La información sobre la fecha del diagnóstico, la edad de la 
paciente cuando ocurre el mismo y todos los datos acerca de las 
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características tumorales (tamaño, ganglios extirpados, etc) se 
extraen de la historia clínica del paciente. 
IV. 3. 2.  Recaída 
 La recaída de la enfermedad se constata según los datos de 
la historia clínica. Donde debe figurar si se realizó nueva biopsia 
para confirmar anatomopatologicamente dicha recaída, el lugar y la 
fecha de la misma. 
IV. 3. 3. Mortalidad 
 La información sobre la causa de la muerte fue extraida 
también de la historia clínica del paciente. Una vez identificada la 
causa de la muerte se estableció si el fallecimiento había ocurrido 
como consecuencia de la enfermedad o por otra causa distinta del 
cáncer de mama.  
 Las muertes fueron consideradas de causa no tumoral 
cuando una causa específica no tumoral fue identificada como el 
principal desencadenante del evento. En el resto de casos, incluidos 
los casos de fallecimiento secundarios a toxicidades del tratamiento 
administrado contra el cáncer, se consideró la etiología tumoral. 
 En las pacientes que fallecieron fuera del ámbito 
hospitalario, en los que la información sobre las circunstancias de la 
muerte fue proporcionada por miembros de la familia o por la 
revisión de los historiales, se asumió que si las pacientes se 
encontraban en situación de control de síntomas únicamente, que la 
causa de la muerte había sido tumoral. 
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IV. 4. ANÁLISIS GENÓMICO 
IV. 4. 1. Aislamiento de RNA a partir de tejido inluido en 
parafina  
 Para la extracción de RNA total del tejido fijado en 
formaldehido e incluido en parafina, de las muestras tumorales de 
mujeres jóvenes y mayores, se partió de 4 secciones de 20 μm, 
realizadas en microtomo a temperatura ambiente y recogidas en un 
microtubo de 1,5 ml, empleándose el kit comercial RecoverAll™ 
Total Nucleic Acid Isolation Kit de ambion® (Applied 
Biosystems™ by Life Technologies™, Carlsbad, California, 
EE.UU.).  
 Resumiendo el proceso, a cada tubo de 1,5 ml que contiene 
las secciones de tejido se le añadieron 1000 μl de xilol 100%, 
agitándose vigorosamente y dejándose la mezcla durante 3 minutos 
a 50ºC. A continuación se centrifugó la mezcla durante 3 minutos a 
10.000 g y se eliminó el xilol. Se repitió este paso con xilol para 
conseguir desparafinar mejor la muestra. Seguidamente, se 
realizaron 2 lavados de la muestra con etanol 100%, lo que permitió 
eliminar los restos de xilol y acelerar el secado de la muestra, que se 
dejó secar al aire durante 30 minutos a temperatura ambiente. A 
continuación, se añadieron 200 μl de tampón de digestión y 4 μl de 
proteasa, suministrados en el kit, incubándose la mezcla a 50ºC 
durante una hora y, posteriormente, durante 15 minutos a 80ºC. En 
este momento, se añadieron a cada muestra 240 μl de la solución del 
kit Isolation Additive y 500 μl de etanol 100%. La mezcla se pasó 
por columna, mediante centrifugación durante 30 segundos a 10.000 
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g. Seguidamente se realizó un lavado con 700 μl de la solución de 
lavado 1 y otros dos lavados de 500 μl con la solución de lavado 2/3 
suministradas en el kit. Tras los lavados, se añadieron 60 μl de la 
mezcla de DNasa en el centro del filtro de la columna y se dejó a 
temperatura ambiente durante 30 minutos. De nuevo, se realizó un 
lavado con 700 μl de la solución de lavado 1 y otros dos lavados de 
500 μl con la solución de lavado 2/3 suministradas en el kit. 
Finalmente, se eluyó el RNA total (que incluía miRNAs) con 70 μl 
(2 x 35 μl) de agua libre de RNasa, almacenándose el RNA extraído 
a -80ºC para su conservación tras alicuotar 2 μl para la medida de 
concentración. 
IV. 4. 2. Determinación de la concentración e integridad 
del RNA 
 Para medir la concentración del RNA extraído, se cuantificó 
por espectrofotometría de absorción UV-Vis empleando el equipo 
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington DE, 
USA). Con tan solo 1 μl de RNA, este equipo determina la 
concentración y la pureza de la muestra. La concentración se 
determina a partir de la absorbancia a 260 nm, de acuerdo a la Ley 
de Lambert-Beer: 
  A=ε∙I∙c 
Siendo: A = absorbancia 
 ε = coeficiente de extinción molar [para ssRNA a 260 nm, 
 ε = 0,025(μg/ml)-1cm-1] 
 I = distancia en cm 
 c = concentración molar 
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  La pureza de la muestra se determina en base a la relación 
de absorbancias 260/280 y 260/230, que deben ser próxima a 2 para 
RNA puro y menor que X para asegurar que no quedan restos de 
reactivos empleados en la extracción, respectivamente. 
 La calidad y concentración del RNA total extraído se 
determinó con el RNA 6000 LabChip® junto con el 2100 
Bioanalyzer (Agilent Technologies).  
 La integridad del RNA total se estudió empleando el equipo 
Agilent 2100 Bioanalyzer y el LabChip® Agilent RNA 6000 Nano 
Assay (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, EE.UU.). Esta 
tecnología se basa en la electroforesis capilar y este ensayo permite 
analizar muestras de RNA total de concentración entre 25 y 500 
ng/μl, empleando 1 μl de muestra. El resultado del análisis se puede 
visualizar como una electroforesis convencional, en la que se 
observan los fragmentos de RNA separados por tamaño, además de 
proporcionar perfiles o electroferogramas de cada una de las 
muestras. Esta tecnología aplica un algoritmo complejo que 
determina automáticamente un valor de RIN (RNA Integrity 
Number), con valores entre 1 y 10, para cada una de las muestras 
analizadas. El RIN considera todo el perfil electroforético, 
incluyendo presencia y ausencia de productos de degradación, 
resultando una medida de la integridad del RNA fiable. El valor de 
RIN es muy reproducible y nos permite hacer una valoración 
numérica de la integridad del RNA y establecer comparaciones 
entre muestras. 
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 Los LabChip® se prepararon siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Los reactivos se dejaron 30 minutos a temperatura 
ambiente antes de su utilización. El gel se preparó utilizando una 
columna de 550 µl que se centrifugó a 1500 x g durante 10 min para 
el filtrado del gel. 
 Se desnaturalizó 1 µl del marcador de peso molecular (RNA 
6000 ladder® Ambion) y 1 µl RNA de cada una de las muestras a 
analizar durante 2 min a 70ºC y se introdujeron en los pocillos 
correspondientes. Finalmente el LabChip® se agitó en vórtex 
durante 1 min a máxima potencia y se introdujo en el Agilent 2100 
Bioanalyzer. 
 El Agilent 2100 Bioanalyzer permitió visualizar los 
resultados en un ordenador mediante Expert Software v. 
B.01.02.SI136. El bioanalizador usa fluorescencia entre 670 nm y 
700 nm para determinar la calidad e integridad del RNA total. Para 
cada muestra, el software calculó el cociente del área de los picos de 
RNA ribosomales (28S/18S), y el resultado se visualizó mediante 
un electroferograma. El cociente debe encontrarse alrededor de 2 ya 
que el peso molecular del 28S es el doble al del 18S. 
IV. 4. 3. Estudio de la expresión de miRNAs con la 
plataforma Affymetrix 
 Un chip de RNA (del inglés RNA microarray) es una 
superficie sólida a la cual se une una colección de fragmentos de 
RNA. Las superficies empleadas para fijar el RNA son muy 
variables y pueden ser de vidrio, plástico e incluso de silicio. Los 
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chips de RNA se usan para analizar la expresión diferencial de 
genes, y se monitorean de manera simultánea los niveles de miles 
de ellos. Su funcionamiento consiste, básicamente, en medir el nivel 
de hibridación entre la sonda específica y la molécula diana, que se 
indica generalmente mediante fluorescencia y a través de un análisis 
de imagen, lo cual indica el nivel de expresión del gen mediante su 
RNA mensajero. Del mismo modo y bajo el mismo principio, se 
puede analizar la cantidad de expresión de miRNAs mediante chips 
con sondas específicas para los mismos. 
  En este estudio se empleó el chip de Affymetrix Genechip® 
miRNA 2.0 (Affymetrix Ltd., Santa Clara, CA, EE.UU.) para medir 
la expresión de RNA no codificante. Con este fin, se diluyeron 
todas las muestras de RNA total a una concentración final 
homogénea, 40ng/μl en un volumen de 10μl. En el ensayo de 
hibridación se emplearon 8μl, es decir un total de 320ng. Las 37 
muestras se marcaron con biotina y se hibridaron durante 18 horas 
(según el protocolo estándar establecido por el fabricante), cada 
muestra en un chip GeneChip® miRNA 2.0 Array (Affymetrix, 
Santa Clara, CA, USA), que comprende un total de 4553 secuencias 
de RNA de pequeño tamaño, incluyendo 1105 secuencias de 
microRNAs. 
 El conjunto de datos del microarray está disponible en la 
base de datos pública de GEO (código de acceso GSE48088) 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/info/linking.html. Affimetrix está 
accesible a través del Servicio de expresión génica de la Unidad 
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Central de Investigación Médica (UCIM), de la facultad de 
Medicina, Universidad de Valencia) 
IV. 4. 4. Realización de PAM50 [tecnología de PCR 
cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR)] 
 Para la realización del PAM50 contactamos con el Dr. Aleix 
Prat Aparicio, del Hospital Universitario Vall d’Hebron, Instituto de 
Oncología, Grupo de Genómica Traslacional.  
 La realización del PAM50 requiere una concentración 
mínima de 40 ng/ul de RNA total, y un mínimo de 200 ng para 
realizar el análisis). Utiliza la técnica de la PCR cuantitativa en 
tiempo real. La PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) se trata 
de una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) convencional, en 
la que se mide, en tiempo real, la cantidad de producto amplificado 
por cada ciclo de la PCR, obteniendo así una curva de amplificación 
de la que nos valemos para cuantificar la cantidad inicial de 
producto. 
 La técnica de la PCR se desarrolló por primera vez por 
Mullis et al, 1986, y desde entonces ha sido una de las técnicas 
básicas en laboratorios de todo el mundo. El objetivo básico de la 
misma consiste en la amplificación específica de nucleótidos a 
partir de un molde de DNA. Esta técnica se basa en dos conceptos: 
la desnaturalización y renaturalización del DNA dependiente de la 
temperatura, y la resistencia a altas temperaturas de la polimerasa 
del organismo Termus aquaticus (Taq). La Taq polimerasa (como el 
resto de polimerasas) se encarga de sintetizar una secuencia de 
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nucleótidos a partir de una hebra molde, actualmente se emplean 
diversas polimerasas resistentes a altas temperaturas. La PCR 
consiste en aumentar y disminuir la temperatura alternamente en 
ciclos, en los siguientes pasos: 
 ∙ Desnaturalización. La temperatura sube por encima del 
nivel de desnaturalización del DNA. Ambas hebras del DNA se 
separan. 
 ∙ Hibridación. La temperatura disminuye a un nivel en el que 
permite la unión de la Taq polimerasa y de los cebadores a las 
hebras del DNA desnaturalizadas, que sirven de molde. 
 ∙ Elongación: La temperatura desciende permitiendo la 
síntesis de DNA de doble cadena por parte de la Taq polimerasa. 
Una vez sintetizado la Taq polimerasa se suelta de la hebra. 
 Tras cerrarse un ciclo de temperatura se inicia otro con los 
mismos pasos, esta vez, además de con la hebra completa de DNA 
como molde, cuenta con los fragmentos cortos de la secuencia 
específica de nucleótidos como sustrato, cuya cantidad aumentará 
de manera exponencial. 
 La especificidad de secuencia se consigue empleando unos 
cebadores complementarios a la secuencia nucleotídica problema, 
que se unen en el paso 2 del ciclo de temperatura y permiten el 
inicio de la polimerización del DNA por parte de la Taq. 
Obtenemos como producto final el fragmento de DNA de secuencia 
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específica amplificado varios órdenes de magnitud, permitiéndonos 
detectar la presencia de pequeñas cantidades de dicha secuencia. 
 La qRT-PCR (PCR cuantitativa a tiempo real) es una 
variación de esta técnica, descrita en primer lugar por Higuchi et al. 
1993, en la cual se detecta la cantidad de producto amplificado 
(amplicón) a tiempo real, es decir, en cada ciclo. Esto se consiguió 
mediante la incorporación en la reacción de un agente intercalante 
fluorescente (BrEt), que permitía detectar la cantidad de producto 
sintetizado a tiempo T, mediante la acumulación de fluorescencia. 
La cinética de la acumulación de la fluorescencia con cada ciclo 
depende directamente de la cantidad inicial de DNA, pudiendo 
extrapolar así dicha cantidad.  
 En la actualidad se emplean tanto agentes de unión al DNA 
de doble cadena (como el SYBR Green), como sondas fluorescentes 
unidas a los cebadores, que sólo emiten fluorescencia al tener lugar 
la elongación en cada ciclo de la PCR, aumentando así intensidad 
de fluorescencia al aumentar la cantidad de producto amplificado 
que es sintetizado. Al detectar únicamente la secuencia amplificada 
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Figura 6. Representación de la curva típica obtenida en una RT-PCR. El eje X muestra el ciclo 
de la reacción de PCR en el que se encuentra y en el eje Y viene dada la intensidad de 
fluorescencia emitida por el fluorocromo unido a la sonda, directamente relaciona con la cantidad 
de producto amplificado. La curva en morado muestra el patrón de una muestra negativa y 
correspondería con una expresión basal, la curva en azul oscuro es el aguna, mientras que el resto 
de curvas muestran el patrón típico de una muestra amplificada. La curva consta de 3 fases, una 
fase exponencial, en la que la cantidad de producto aumenta de manera exponencial, hasta que la 
enzima alcanza su rendimiento máximo y se pasa a la fase lineal, dónde la cinética de la enzima 
sigue un comportamiento lineal, de modo que se puede calcular su pendiente. La fase de meseta 
o estacionaria es la última fase, en la que la cantidad de producto llega al nivel de saturación de 
la enzima y se caracteriza por un aumento lento. El ciclo umbral o Ct es aquel ciclo en el que la 
curva corta con un nivel de intensidad llamado umbral, que marca un límite por encima del cual 
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 Remitimos para el análisis genético mediante PAM50 51 
muestras. Pero en 2 de ellas hubo un fallo técnico (bien por la 
cantidad de RNA remitido o por un fallo durante el proceso). 
Finalmente se realizó el estudio en 31 muestras tumorales de 
pacientes jóvenes (≤ 35 años) y en 18 de mujeres mayores de 45 
años postmenopáusicas.  
IV. 5. PROCESAMIENTO DE LOS DATOS Y 
ANÁLISIS  
IV. 5. 1. Análisis de los datos clínicos 
 La información clínica recogida se registró en una base de 
datos diseñada con el programa Excell y todos los análisis se 
llevaron a cabo con el programa SPSS para Windows (versión 
17.0). Para los análisis de supervivencia se utilizó el programa 
GraphPad Prism. GraphPad Prism, es otra herramienta online que 
combina estadística, organización de datos y métodos de regresión 
lineal. Permite realizar comparaciones no paramétricas, análisis de 
supervivencia, etc. (www.graphpad.com). 
 -Introducción y validación de los datos 
 Tras la introducción de los datos se detectaron 
incongruencias o ausencias de información o valores incorrectos. 
Para subsanar estos errores se revisó nuevamente la hoja de 
recogida de datos y en algún caso los datos originales. 
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IV. 5. 2. Análisis de los datos generados por Affymetrix 
 Los datos pasaron los controles de calidad implementados en 
el software, (Affymetrix, Santa Clara, CA, EE.UU.). Todos los 
datos se normalizaron por DABG – RMA. Se seleccionaron los 
1.100 miARNs humanos, y se estableció como umbral para una baja 
expresión el valor de intensidad común más alto obtenido en 
miARN de organismos vegetales (que se supone no expresan los 
humanos) incluidos en el microarray. Después de filtrar los datos, 
con el fin de determinar las diferencias en el patrón de expresión 
entre los tumores de los pacientes jóvenes con cáncer de mama y de 
las mayores, llevamos a cabo un análisis de expresión diferencial 
con la herramienta online POMELO II 
(http://asterias.bioinfo.cnio.es). Se realizó un t-test con 20000 
permutaciones. Los resultados estadísticos se corrigieron por 
múltiples comparaciones mediante FDR (tasa de falso positivo de 
Benjamini y Hochberg). Los miARNs con un FDR p-valor < 0,05 
fueron considerados estadísticamente significativos.  
IV. 5. 3. Análisis de los datos genómicos generados por 
PAM50  
 Se recibieron los valores crudos de la Plataforma Molecular 
PAM50, posteriormente se realizó el cálculo del logaritmo en base 
2 de todos los valores. Al mismo tiempo se hizo la media de los 5 
genes housekeeping o endógenos, que son ACTB, MRPL19, 
PSMC4, RPLO y SF3A1. A continuación, a cada muestra se le restó 
el valor de la media correspondiente (en todos los genes).  Después 
de filtrar los datos, con el fin de determinar las diferencias en el 
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patrón genético de expresión entre los tumores de las pacientes muy 
jóvenes y de las mayores, llevamos a cabo un análisis de expresión 
diferencial con la herramienta online POMELO II. Se realizó un t-
test con 20000 permutaciones. Los resultados estadísticos se 
corrigieron por múltiples comparaciones mediante FDR. Los genes 
con un p-valor < 0,05 fueron considerados estadísticamente 
significativos. Se utilizó posteriormente, el sofware informático 
Gene Cluster y Treeview software (http://www.eisenlab.org/eisen/) 
con la intención de agrupar todos los datos obtenidos en función de 
las muestras tumorales estudiadas. Para el análisis de 
enriquecimiento de rutas usamos la herramienta DIANA, pudiendo 
profundizar en las redes moleculares globales y las rutas 
relacionadas con los genes obtenidos 
(http://83.212.96.7/DianaToolsNew/index.php?r). El algoritmo 
realiza un análisis de todos los genes diana y sus rutas. Se 
consideraron significativamente enriquecidas las rutas que muestran 
un FDR p-valor <0,05. Se realizaron, asimismo, búsquedas de genes 
candidatos mediante Target scan (http://www.targetscan.org/) y la 
bibliografía publicada. 
IV. 5. 4. Herramientas online y bases de datos empleados 
 Para el análisis bioinformático se han utilizado las siguientes 
herramientas online: BioCarta, Gene Ontology (GO) y Reactome. 
 BioCarta fue fundada en abril de 2000 para convertirse en el 
principal desarrollador, proveedor y distribuidor de reactivos y 
ensayos para la investigación biofarmacéutica y académica. La 
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proteómica es un nuevo campo prometedor que comprende el 
estudio de la expresión de la proteína y su función. Un número 
creciente de empresas e instituciones entienden la proteómica como 
un medio de mejorar la información genómica o como una vía 
alternativa de investigación en Ciencias básicas y en el 
descubrimiento de nuevos fármacos. Trazando un mapa completo 
de cómo las proteínas actúan en el organismo humano proporciona 
una comprensión general de los patrones de expresión.La 
proteomica funcional determina con precisión la función de las 
proteínas tanto en estados normales como en estados patológicos.  
Debido a estos avances en la investigación genómica y proteómica, 
Biocarta ha experimentado un crecimiento exponencial en los 
últimos años, aspirando a ser el líder en el desarrollo y 
comercialización de nuevas tecnologías para la proteómica 
funcional mediante la creación de una organización internacional 
orientada a la identificación, adquisición y comercialización de 
productos novedosos. Por otra parte, el sitio web BioCarta sirve 
como un recurso basado en la web interactiva para los científicos. 
Una herramienta de comunicación del estado de los datos. En 
términos generales, esta información se divide en cuatro categorías:  
la función de genes, vías proteómicas, ePosters y reactivos de 
investigación. Al mismo tiempo, ofrece un foro BioCarta fácil y 
dinámico para el intercambio de información y la colaboración 
entre investigadores, educadores y estudiantes. www.biocarta.com 
 El proyecto de Gene Ontology (GO) es un esfuerzo de 
colaboración para hacer frente a la necesidad de descripciones 
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coherentes de los genes a través de bases de datos. Fundado en 
1998, el proyecto comenzó como una colaboración entre tres bases 
de datos: FlyBase (Drosophila), la base de datos del genoma 
Saccharomyces (SGD) y la base de datos del genoma del ratón 
(MGD). El Consorcio GO (GOC) ha crecido desde entonces para 
incorporar muchas bases de datos, entre ellas varias de las 
principales del mundo para plantas, animales, y de los genomas 
microbianos. El proyecto GO ha desarrollado tres ontologías 
estructuradas que describen los productos genéticos en términos de 
sus procesos biológicos asociados, componentes celulares y 
funciones moleculares. El uso de GO, que unifica distintas bases de 
datos, facilita las consultas de los investigadores, por ejemplo, los 
usuarios pueden consultar GO para encontrar todos los productos de 
los genes en el genoma humano que están implicados en la 
transducción de señales.  http://geneontology.org/ 
 Por último, Reactome es una base de datos abierta, cuyo 
objetivo es proporcionar herramientas bioinformáticas intuitivas 
para la visualización, interpretación y análisis de las vías genéticas 
para apoyar la investigación básica, el análisis del genoma, el 
modelado y la biología de sistemas. Tiene su sede en el Instituto de 
Ontario para la Investigación del Cáncer (OICR), New York 
University Medical Centre (NYUMC) y el Instituto Europeo de 
Bioinformática (EBI). http://www.reactome.org/pages/about/ 
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IV. 5. 5. Representación gráfica 
 En la representación gráfica de las variables hemos utilizado 
tres tipos de gráficos: histogramas, diagrama de sectores y 
diagramas polares. 
 Un histograma es una representación gráfica de una variable 
en forma de barras, donde la superficie de cada barra es 
proporcional a la frecuencia de los valores representados. Ofrece 
una visión en grupo, permitiendo observar una tendencia de la 
población por ubicarse hacia una determinada región de valores 
posibles. En el eje vertical se representan las frecuencias, es decir el 
porcentaje de población que se ubica en un determinado valor o 
sub-rango de valores. 
 El gráfico o diagrama de sectores está formado por un 
círculo dividido en sectores circulares, de forma que los ángulos de 
cada sector sean proporcionales a la frecuencia del resultado 
representado, siendo más ancho cuanto más grande sea el porcentaje 
de esa categoría.  
  Un Diagrama polar es una variante de los gráficos de 
sectores en donde se representa la frecuencia del resultado 
proporcional a su tamaño. Tiene la ventaja de que puede utilizarse 
para representar características diferenciales entre dos poblaciones 
usando círculos concéntricos.     
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IV. 6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
IV. 6. 1. Tamaño muestral  
 Basándonos en la bibliografía publicada previamente acerca 
de mujeres jóvenes con cáncer de mama, dado que la frecuencia es 
baja (depende de series, alrededor del 4%) se decidió estudiar todas 
las pacientes valoradas en nuestro Servicio desde el año 1998 al año 
2014.  
 Revisando la bibliografía de los artículos publicados en 
mujeres jóvenes, las series de pacientes menores de 40 años varían 
entre 57 pacientes estudiadas (192), 94 (193), y en la mayor 
encontrada, el estudio se realiza en 276 mujeres (194). Los estudios 
que se centran en las pacientes ≤ de 35 años son escasos y los que 
más pacientes estudian son de procedencia asiática con 551 
pacientes y 256 pacientes jóvenes estudiadas (195, 196).  
 En nuestra investigación contamos con los datos de 258 
pacientes ≤ 35 años. 
IV. 6. 2. Metodología estadística 
El análisis que se ha llevado a cabo contempla un: 
6.2. a. Análisis descriptivo del conjunto de pacientes 
identificadas.  
 Para las variables cualitativas se han descrito frecuencias y 
para las cuantitativas los estimadores de tendencia central y de 
dispersión habituales (media, desviación típica y tamaño). 
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 6.2. b. Análisis bivariante para examinar la relación entre 
dos variables categóricas 
La prueba de independencia se ha realizado con el test chi-
cuadrado de K.A. Pearson, que contrasta la hipótesis de que las 
variables son independientes, frente a la hipótesis alternativa de que 
una variable se distribuye de modo diferente para diversos niveles 
de la otra. Se ha tenido en cuenta que, para que se pueda considerar 
correcta la significación calculada por el estadístico chi-cuadrado de 
Pearson, se debe cumplir que las frecuencias esperadas no sean 
inferiores a 5.   
 Los análisis estadísticos que han sido implementados en esta 
tesis se han realizado mediante el programa informático SPSS 
software package, versión 17.0 (IBM) y mediante las herramientas 
online POMELO y GraphPad Prism. En todos los análisis referidos, 
se tomó como un dato estadisticamente significativo aquel con un 



























































 Un gran número de estudios han explorado en los últimos 
años si el diagnóstico de cáncer de mama por debajo de los 40 años 
podría ser un factor independiente asociado a un mayor riesgo de 
recidiva y muerte. En distintas series se ha descrito que estas 
mujeres presentan características tumorales más agresivas y peor 
pronóstico con menor SLP y menor supervivencia global (SG), pero 
pocos son los autores que han estudiado si la biología tumoral de las 
pacientes jóvenes es diferente de las pacientes de mayor edad.  
 Teniendo en cuenta que en los últimos años estamos 
evidenciando un incremento del cáncer de mama en estas mujeres 
jóvenes, el primer objetivo de esta tesis es determinar si el cáncer de 
mama de pacientes muy jóvenes (≤ de 35 años) es biológicamente 
distinto del cáncer de mama de mujeres postmenopáusicas, con vías 
oncogénicas específicas activadas que puedan en un futuro servir 
para el desarrollo de terapias dianas (105, 197-201).  
Durante los años 1998 al 2014, 258 pacientes diagnosticadas 
en nuestro hospital de un cáncer de mama tenían 35 años o menos. 
De estas pacientes ,12 tenian ≤ 25 años (4.7%), 60 se encontraban 
entre los 26 y los 30 años (23,2%) y 186 pacientes se diagnosticaron 
entre los 31 y los 35 años (72,1%). De las 101 pacientes mayores 
postmenopáusicas estudiadas, 6 tenian entre 46 y 50 años (5.5%), 




(54.4%), y 40 eran mayores de 65 años (39,6%). En todas ellas 
estudiamos sus características clínicas, tumorales y mortalidad y las 
comparamos entre grupos de edad (≤ 35 años y > 45 años). 
V. 1. FACTORES DE RIESGO DE CÁNCER 
DE MAMA EN MUJERES MUY JÓVENES (≤ 
35 AÑOS) 
V. 1. 1.  Edad de menarquía 
De nuestro total de mujeres jóvenes conocíamos los datos de 
menarquia de 186 de ellas y de 69 de las mujeres mayores. En 
ambos grupos un 70% de las pacientes tienen la menarquia entre los 
12 y los 14 años (131 jóvenes y 48 mayores).  
De las mujeres jóvenes, 48 (26%) tuvieron la menarquia con 
menos de 11 años, en contraposición a 14 (20%) mayores. Sólo 7 
jóvenes (4%) tuvieron la menstruación con 15 años o más, mientras 
que 7 mayores (10%) la tuvieron a esta edad.  (Los datos se 
representan en la Figura 7). 
Con la intención estudiar la relación entre la menarquia de 
las pacientes jóvenes y la fecha de diagnóstico de su cáncer de 
mama, se realizó el contraste estadístico Chi-cuadrado (p=0.663), 
aunque como vemos no es significativo. Pero observamos que las 
pacientes jóvenes diagnosticadas antes del año 2000 un 20% tenían 
la menarquía a edades menores de 11 años y en los últimos 7 años 





Figura 7. Representación del porcentaje de la distribución de la edad de 
menarquia en pacientes de cáncer de mama mediante diagramas polares a) Se 
representa la edad de menarquia en mujeres jóvenes y mayores b). 
Representación de la edad de menarquia en mujeres jóvenes en función de la 





V. 1. 2. Embarazo 
 Al estudiar cuantas de nuestras pacientes habían tenido un 
embarazo a término obtuvimos los siguientes resultados: 
 De las pacientes jóvenes poseíamos ese dato de 199, de 
ellas, 108 (54.3%) habían tenido al menos un embarazo a término y 
91 (46%) pacientes no. 
 En el caso de las pacientes mayores, de las 69 que teníamos 
el dato 63 (91.3%) habían tenido al menos un hijo y 6 (9%) 
pacientes ninguno. 
Posteriormente quisimos estudiar si existía algún cambio en 
las pacientes jóvenes con respecto al embarazo en los últimos años 
y observamos que previo al año 2000 de las pacientes jóvenes 
diagnosticadas menores de 35 años, un 68% habían tenido, al 
menos, un embarazo a término. En los últimos 14 años ese 
porcentaje disminuye hasta el 52% (el valor de p es de 0.530), 
aunque no es significativo puede verse un cambio de tendencia. 
V. 1. 3. Edad del primer embarazo 
En nuestra serie, de las 108 mujeres jóvenes que habían 
tenido hijos, la edad del primer embarazo era conocida en 94. Y en 
las 63 pacientes mayores que habían estado embarazadas. A una 
edad menor de 20 años, 7 pacientes jóvenes tuvieron hijos (7.4%) y 
6 mayores (9.5%). Entre los 20 y los 30 años 54 jóvenes habían 
tenido su primer hijo (57%), y 50 mayores (79%). Por encima de los 
30 años, 33 pacientes jóvenes tuvieron su primer embarazo (35%), y 




Posteriormente, se decidió estudiar si en los últimos años, en el caso 
de las mujeres jóvenes existe un aumento en la edad del primer 
embarazo. Un 88% de las mujeres jóvenes diagnosticadas antes del 
año 2000 que habían sido madres lo fueron antes de los 30 años (un 
12% después). Del 2000 al 2007 este porcentaje baja a un 68% (un 
32% después de los 30 años). Y en los últimos 7 años el porcentaje 
es de un 54% (un 46% mayores de 30 años). Las diferencias no son 
estadísticamente significativas y existen 5 casillas con una 
frecuencia menor a 5, por lo que se realiza de nuevo la estadística 
dividiendo la edad del primer embarazo a antes de los 30 años y 
despues. 
Aunque en este caso las diferencias no sean tampoco 
estadísticamente significativas (p 0.79) vemos que en los últimos 14 
años existe un cambio de tendencia a tener hijos a edades más 
mayores. Previo al año 2000 sólo un 17,6% tenían un primer 
embarazo después de los 30 años, y a partir del año 2000 esta cifra 







                        
Figura 8. Representación de la distribución del factor de riesgo gestación en pacientes de cáncer de 
mama de la población de estudio. a) Porcentaje de pacientes mayores y jóvenes que han tenido al 
menos un embarazo a término. b) Relación entre la fecha del diagnóstico de cáncer de mama y la 
gestación en mujeres jóvenes. c) Relación pocentual entre la edad del primer embarazo en mujeres 
jóvenes (circulo interior) y mayores (circulo exterior) con cáncer de mama. d) Número de mujeres 
mujeres con un embarazo a edades menores y mayores de 30 años en función de la fecha de diagnósico 




V. 1. 4. Lactancia materna 
De las 108 pacientes jóvenes de nuestra serie que habían 
tenido hijos en 82 de ellas conocíamos el dato de lactancia, y en 63 
de las pacientes mayores. En el caso de las jóvenes 59 (72%) habían 
dado lactancia a sus hijos, y 31(49%) de las mayores (Fig. 9b). 
V. 1. 5. IMC 
De la serie de pacientes jóvenes se conocía el dato del IMC 
en 116 pacientes, de ellas un 3 % (3 pacientes) presentan obesidad. 
Un 23% (27 pacientes) sobrepeso y un 74% (86) normopeso. En las 
pacientes mayores un 5% son obesas, un 47% presentan sobrepeso 
y un 47% normopeso (Fig 9a). 
V. 1. 6. Historia familiar y mutaciones en BRCA 
 De las 258 pacientes jóvenes, poseemos información sobre 
los antecedentes familiares en 212 de ellas. Y en 71 de las pacientes 
mayores (Fig 9c).  
 De las 212 mujeres jóvenes, 22 (10.4%) tenían antecedentes 
familiares de primer grado (madre, hermana, hija), 33 antecedentes 
de 2º grado (15.5%) y 15 (7%) de 1º y 2º grado. 142 pacientes 
(67%) no tenían ningún antecedente. 
 De las 71 pacientes mayores, 4 tenían antecedentes de 1º 
grado (5.6%), 7 de 2º grado (10%), 3 de 1º y 2º grado (4.2%) y 57 




 Se estudió la mutación BRCA en 92 jóvenes, encontrándose 
mutación en los genes BRCA en 31 de ellas  (34%). Se estudió la 
mutación en 8 pacientes mayores que cumplían los criterios para el 
estudio, y no se encontró alteraciones en los genes BRCA en 
ninguna de ellas (Fig 9d). 
Figura 9. Representación de la distribución de los factores de riesgo 
asociados a cáncer de mama según el grupo de edad. a, Porcentaje según 
el índice de masa corporal. b. Porcentaje de los patrones de lactancia 
materna entre mujeres jóvenes (circulo interior) y mayores (círculo 
exterior). c. Comparación porcentual en términos de antecedentes 
familiares entre mujeres jóvenes y mayores d. Porcentaje de mutaciones 
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V. 2. FACTORES PRONÓSTICOS EN LAS 
MUJERES MUY JÓVENES Y SU 
CORRELACIÓN CON LAS MAYORES. 
V. 2. 1. Factores pronósticos histológicos 
V. 2. 1. 1. Tamaño tumoral 
 Poseiamos el dato del tamaño tumoral de 241 mujeres 
jóvenes, de ellas 94 (un 39%) presentaban un tumor < 2 cm, 112 (un 
46.5%) entre 2 y 5 cm y 35 (un 14.5%) un tumor mayor de 5 cm. 
Por el contrario, la mayor parte de las mujeres mayores (un 66%) 
presentaban un tumor < 2 cm, 29 pacientes (29%) tenían un tamaño 
tumoral entre 2 y 5 cm y sólo un 5% un tumor > de 5cm. 
V. 2. 1. 2. Grado histológico 
 De las 193 mujeres jóvenes en las que conocíamos el dato 
del GH, 28 pacientes (un 14%) tenían un GH I o bien diferenciado, 
71 pacientes (un 37%) tenían un GH II o moderadamente 
diferenciado y 94 (un 49%) un GH III o pobremente diferenciado. 
Por otra parte, en las 96 pacientes mayores en las que teníamos el 
dato del GH, 18 mujeres poseían un GH I (un 19%), 39 un GH II 
(un 40 %) y otras 39 pacientes un GH III (40%). 
V. 2. 1. 3. Afectación ganglionar 
 En 241 pacientes jóvenes conocíamos el dato acerca de la 
afectación ganglionar axilar tras la cirugía, en 121 de ellas (un 50%) 
existía afectación ganglionar y en 120 (50%) no. Por el contrario, 
sólo 38 pacientes mayores de las 97, en las que teníamos el dato de 




que la mayor parte, un 61% no tenían axila afectada por metástasis 
del cáncer de mama. 
V. 2. 1. 4. Tipo histológico 
 Tanto en el caso de las mujeres muy jóvenes como en el de 
las pacientes mayores el carcinoma ductal infiltrante es el tipo 
histológico invasivo más frecuente (con un 81% y un 72% 
respectivamente), seguido del carcinoma lobulillar. 
Figura 10. Representación de las características tumorales en mujeres jóvenes y mayores con 
cáncer de mama de la población estudiada. a) Comparación porcentual del tamaño tumoral. b) 
Comparación porcentual en función del grado histológico del tumor. c) Porcentaje de afectación 
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Tabla 7. Descripción de ambas poblaciones (mujeres jóvenes y mayores) en 
función de los factores pronósticos histológicos. 
 
V. 2. 2. Factores pronósticos moleculares 
V. 2. 2. 1. Receptores de estrógenos 
 Tanto en la serie de pacientes muy jóvenes como en las 




70% en el caso de las jóvenes y un 71% en el caso de las mujeres 
mayores). 
V. 2. 2. 2. Receptores de progesterona 
 En lo que a RP nos referimos también las pacientes jóvenes 
como las mayores expresan en su mayoría RP (un 59% y un 68% 
respectivamente). 
V. 2. 2. 3. HER2 
 En el caso de la sobreexpresión de la proteína HER2 la 
mayor parte de los tumores de mujeres mayores son negativos, un 
70%, frente a un 53% en las pacientes jóvenes (aunque hay un 18% 
de tumores en los que no conocemos el estado de HER2 en las 
pacientes jóvenes). 
V. 2. 2. 4. Ki 67 
 Tanto en el caso de los tumores de mujeres jóvenes como en 
el caso de las mujeres mayores los tumores presentan un Ki 67 entre 
el 14 y el 30 % (un 43% y un 48,5% respectivamente). Aunque en 
el caso de los tumores de pacientes jóvenes vemos un 38% de Ki > 
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Tabla 8. Descripción de ambas poblaciones (mujeres jóvenes y mayores con 
cáncer de mama) en función de los factores pronósticos moleculares. 
 
V. 2. 3. Subtipos tumorales por inmunohistoquímica en 
jóvenes y mayores 
 De las 258 pacientes muy jóvenes de nuestra base de datos 7 
de ellas fueron diagnosticadas de un carcinoma no infiltrante (5 
carcinomas ductales in situ, 1 carcinoma lobulillar in situ y 1 




pacientes. De las 5 pacientes con carcinomas in situ, dos de ellas 
presentan un carcinoma infiltrante años después (siendo mayores de 
35 años, por lo que ya no se consideran en nuestro estudio). Dado 
que en las pacientes jóvenes con tumores Luminales en 82 de ellas 
no conocemos el Ki 67 para el estudio estadístico las dividimos en 
tumores Luminales, HER2 puro, Luminal/HER2 y triple negativo. 
En los casos dónde no estaba realizado el HER2 se consideró este 
como negativo. Finalmente se pudo obtener el perfil 
Inmunohistoquímico de 238 pacientes muy jóvenes y de las 101 
mayores. 
 De las 238 pacientes jóvenes un 55% presentan tumores 
Luminales (N= 131), un 11% HER2 puro (N= 26), un 19% (N=46) 
tumores Luminal/HER2 y un 15% (N=35) subtipo triple negativo.  
De las 101 pacientes mayores estudiadas un 61% (N= 62) poseen 
tumores de perfil Luminal, un 5% (N=5) HER2 puro, un 17% 
Luminal/HER2 (N=17) y finalmente un 17% (N= 17) presentan un 





V. 3. TRATAMIENTOS PAUTADOS EN EL 
CASO DE LAS MUJERES MUY JÓVENES Y 
SU CORRELACIÓN CON LAS MAYORES 
V. 3. 1. Cirugía de la mama y de la axila 
 En este punto inicialmente se quería analizar si en las 
pacientes jóvenes se realizan tratamientos quirúrgicos más 
agresivos. Observamos que de las 219 pacientes jóvenes de las que 
tenemos datos de la cirugía en 98 (un 45%) se realizó una 
mastectomía radical modificada con vaciamiento axilar 
(MRM+VA), en 5 (2%) de ellas una MRM con biopsia selectiva del 
Figura 11. Representación del porcentaje de subtipos inmunohistoquímicos en las dos 




ganglio centinela (BSGC), en 86 (un 39%) una tumorectomia con 
VA y en 30 (14%) una tumorectomia con BSGC. 
 En las pacientes mayores, conocíamos el dato de la cirugía 
en 97 de ellas, en 30 (31%) se realizó una MRM + VA, en 5 (5%) 
una MRM + BSGC, en 34 (35%) una tumorectomía con VA, y en 
las 28 restantes (un 29%) una tumorectomía con BSGC. 
       Posteriormente con los datos que poseíamos quisimos 
evaluar si hay un cambio estadísticamente significativo en la cirugía 
de la mama y la axila en los últimos años, tanto en jóvenes como en 
mayores. 
 Previo al año 2000 las pacientes jóvenes diagnosticadas de 
cáncer de mama un 50% se realizaba MRM + VA, ninguna MRM + 
BSGC, un 48% tumorectomía con VA y un 2% tumorectomía con 
BSGC. Del 2001 al 2007 las pacientes jóvenes diagnosticadas de 
cáncer de mama un 47% se realizaba MRM + VA, ninguna MRM + 
BSGC, un 44% tumorectomía con VA y un 10% tumorectomía con 
BSGC. A partir del año 2008 las pacientes jóvenes diagnosticadas 
de cáncer de mama un 38,5% se realizaba MRM + VA, un 6,4% 
MRM + BSGC, un 28,2% tumorectomía con VA y un 27% 
tumorectomía con BSGC.  
 Podemos ver en los últimos años un aumento de cirugía 
conservadora y BSGC (Diferencias estadísticamente significativas, 
p =0.000) en mujeres jóvenes aunque hay más de 2 casillas con una 
frecuencia esperada menor de 5, por lo que se decide retirar la 




que siguen siendo estadísticamente significativos hacia un aumento 
en los últimos años hacia la cirugía conservadora con BSGC en 
jóvenes. 
 Previo al año 2000 las pacientes mayores diagnosticadas de 
cáncer de mama un 44% se realizaba MRM + VA, 8% MRM + 
BSGC, un 40% tumorectomia con VA y un 8% tumorectomia con 
BSGC. Del 2001 al 2007 las pacientes mayores diagnosticadas de 
cáncer de mama un 44,4% se realizaba MRM + VA, 4,5% MRM + 
BSGC, un 22,7% tumorectomia con VA y un 27,2% tumorectomia 
con BSGC. A partir del año 2008 las pacientes mayores 
diagnosticadas de cáncer de mama un 18% se realizaba MRM + 
VA, un 4% MRM + BSGC, un 38% tumorectomia con VA y un 
40% tumorectomia con BSGC.  
 Podemos ver en los últimos años un aumento de cirugía 
conservadora y BSGC (aunque las diferencias no son 
estadísticamente significativas en mujeres mayores pero con 
tendencia a la significación, aunque hay más de 2 casillas con una 
frecuencia esperada menor de 5, por lo que se decide retirar también 
la variable MRM + BSGC, obteniendo datos que siguen siendo no 













T + VA (N) 
T + BSGC 
(N) 
Menores de 36 años 
Previo al año 2000 27 26 1 54 
Del año 2001 al año 2007 41 38 8 87 
Del año 2008 al 2014 30 23 20 73 
Total 98 87 29 214 
Mayores de 50 años 
Previo al año 2000 11 10 2 23 
Del año 2001 al año 2007 10 5 6 21 
Del año 2008 al 2014 9 19 20 48 
















Tabla 9. Comparación en el tipo de cirugía mamaria y axilar entre mujeres 
jóvenes y mayores en función de la edad de diagnóstico. MRM: Mastectomia 
radical modificada. VA: Vaciamiento axilar. T: Tumorectomía. BSGC: Biopsia 





V. 3. 2. Quimioterapia y hormonoterapia 
 De las 219 mujeres jóvenes de las que poseemos el dato del 
tratamiento neo/adyuvante, sólo 10 (4.6%) recibieron únicamente 
hormonoterapia adyuvante, sin quimioterapia. En el resto de casos 
todas las pacientes recibieron quimioterapia. Cuando estudiamos los 
tratamientos que reciben las pacientes mayores vemos que en 4 de 
ellas no se pautó tratamiento adyuvante por las comorbilidades 
asociadas. De las 97 restantes, 24 (un 25%) recibieron únicamente 
hormonoterapia. En cuanto a los diferentes agentes quimioterápicos 
administrados, no existen diferencias significativas en función de la 
edad de las pacientes.  
 Posteriormente se estudió si en los últimos años ha existido 
un aumento en el número de pacientes que recibe neoadyuvancia, 
viendo que en las mujeres jóvenes, de las 60 diagnósticadas previo 
al año 2000, sólo 7 recibieron tratamiento neoadyuvante. De las 
diagnosticadas del 2001 al 2007 se incrementa pasando a ser 24 
pacientes de 96 diagnosticadas y del 2008 al 2014 más de la mitad 
de las pacientes jóvenes reciben neoadyuvancia (diferencias 
estadísticamente significativas; p=0.000). En las mujeres mayores 
se repite lo visto en las mujeres jóvenes, las diagnosticadas previo al 
2007 un 4% reciben neoadyuvancia. Y del 2008 al 2014 se 
incrementa a un 29%. (p= 0.004; diferencias estadísticamente 
significativas aunque en este caso en 2 casillas existe una frecuencia 





 Cuando estudiamos los datos de respuesta completa 
patológica (RCP) tras la neoadyuvancia, en las pacientes jóvenes 
con tumores Luminales un 4% obtienen una RCP tras la 
neoadyuvancia, un 8% en el caso de los HER2 puros, un 2,3% en 
los Luminal/Her2 y un 3% en los triples negativos (p=0.665, 
diferencias no estadísticamente significativas). En las pacientes 
mayores con tumores Luminales un 6.6% obtienen una RCP tras la 
neoadyuvancia, un 20% en el caso de los HER2 puros, un 6% en los 
Luminal/Her2 y un 6% en los triples negativos (p=0.715, 










Figura 12. Representación de los porcentajes de los tratamientos recibidos en 
función de la edad de las pacientes estudiadas. a)  Comparación entre el tipo de 
tratamiento recibido neo/adyuvante (jóvenes circulo interior y mayores exterior)  





V. 4.  INTERVALO LIBRE DE 
ENFERMEDAD, RECAÍDA Y 
MORTALIDAD EN CADA SUBGRUPO 
 
 En este punto pretendimos averiguar si nuestra hipótesis 
inicial de que las mujeres jóvenes tienen recaídas por el cáncer de 
mama con mayor frecuencia que las mayores se cumplia en nuestra 
serie de pacientes. 
 De las 258 pacientes muy jóvenes con carcinomas 
infiltrantes de mama, poseemos los datos de años de seguimiento de 
184 (en el resto se perdió el seguimiento y 8 de ellas se diagnostican 
inicalmente metastásicas), de ellas 83 (45%) han recaído y 101 
(55%) no. De las 101 pacientes mayores, 2 se diagnostican 
inicalmente con metástasis, por lo que se hace el seguimiento de las 
99 restantes, y 21 (21%) han recaído y 78 (un 79%) no. 
 Una vez contestada nuestra hipótesis inicial, nos 
preguntamos si en nuestra serie de pacientes,  aquellas  con subtipos 
inmunohistoquímicos triple negativo o HER2 tienen mayor riesgo 
de recaída (independientemente de la edad). Lo que podemos ver es 
que de nuestras 184 mujeres muy jóvenes en las que tenemos el 
seguimiento, 101 (55%) poseen tumores de perfil Luminal, de estas 
43 (42.5%) han recaído y 58(57.4%) no. 22 pacientes poseen un 
tumor HER2 puro, 10 de ellas han recaído (45.5%) y 12 no (54.5%). 
En el caso de los tumores Luminal/HER2 35 pacientes poseian este 




De las 26 pacientes con subtipo histológico triple negativo, 9 han 
recaído (34.6%) y 17 no (65.3%). Aunque inicialmente parece que 
las pacientes con tumores Luminal/HER2 tienen mayor riesgo de 
recaída, la estadística nos señala que no es así, dado que las 
diferencias no son estadísticamente significativas (p= 0.208). 
 En el caso de las pacientes mayores postmenopáusicas, la 
mayoría de ellas presentan un tumor de subtipo Luminal, un 60%, 
de las que poseen este subtipo han recaído 11 (18,3%) y el resto no. 
De aquellas con un subtipo HER2 positivo, un total de 5 pacientes, 
han recaído 3 (60%) y el resto no ha presentado recidiva de la 
enfermedad. De las 17 con subtipo Luminal/HER2, 5 (29.4%) han 
recaído y 12 no. Por último, las 17 con subtipo tumoral triple 
negativo, 4 (23.5%) han recaido y las 13 restantes no. A primera 
vista, en las pacientes mayores de nuetra serie parece que el subtipo 
tumoral HER2 positivo sería el que tendría peor pronóstico, pero la 
estadística también nos confirma que las diferencias no son 







Posteriormente, quisimos estudiar a las pacientes que presentan una 
recaída por la enfermedad. Nuestra intención era ver si existían 
diferencias entre mujeres jóvenes y mayores en el lugar de la 
primera recaída de la enfermedad en función del subtipo tumoral. 
 
c 
Figura 13. Representación de las recaídas en la población de cáncer de mama estudiada. a)  
Porcentaje de recaídas en cada subgrupo de estudio (mujeres jóvenes círculo interior y 
mayor círculo exterior). b) Número de pacientes jóvenes que han presentado una recaída en 
función del subtipo inmunohistoquímico del tumor. c) Número de pacientes mayores que 





 En las pacientes jóvenes, la primera recaída en aquellas con 
un perfil Luminal fue: local (en el lecho de mastectomía, mama 
ipsilateral o piel y tejido subcutáneo):31,2%, ósea: 29.2%, 
ganglionar: 4,2% y visceral (hígado, pulmón, pleura, peritoneo, 
ovario, colorecto, estómago, otros): 35,4%. En el caso de las 
pacientes con tumores HER2 puro el patrón de recaída fue: local: 
40%, ósea: 10%, ganglionar: 10% y visceral: 40%. En los tumores 
Luminal/HER2 la primera recaída fue: local: 9,5%, ósea: 14,3%, 
ganglionar: 9,5%, Visceral: 61.9% y cerebral: 4,8%. Por último, la 
enfermedad triple negativa presenta la primera recaída en forma: 
local: 50%, ósea: 12,5%, ganglionar: 25% y visceral: 12,5%. 
Estadísticamente los datos no son significativos (p=0.103) 
 En las pacientes mayores de nuestra serie, la primera recaída 
de las pacientes con subtipo Luminal es local: 27,3%, ósea: 18,2%, 
ganglionar: 9,1% y visceral: 45,4%. En el caso de los tumores 
HER2 puro, la recaída es visceral con un 66.7% y cerebral con un 
33.3%. En el caso de la enfermedad Luminal/HER2 un 40% tuvo 
una recaída local, un 20% a nivel óseo, y un 40% a nivel visceral. 
Por último, los tumores triples negativos que han recaído lo han 
hecho un 50% a nivel local, y un 25% a nivel ganglionar y visceral. 






Figura 14. Porcentajes del lugar de recaída según el subtipo IHQ en las mujeres con 
cáncer de mama estudiadas a) En mujeres jóvenes en función del subtipo tumoral por 




 Por último estudiamos si en nuestra serie de jóvenes y 
mayores con cáncer de mama la recaída por la enfermedad se 
correlacionaba de una forma estadísticamente significativa con 
algún factor pronóstico histológico.Y evidenciamos que si existe 
afectación axilar recaen un 56,3 % de las pacientes jóvenes 
(diferencia estadísticamente significativa p= 0.02), mientras que no 
hay diferencias en pacientes mayores entre afectación axilar y 
recaída. Ante estos resultados nos propusimos estudiar a las 
pacientes muy jóvenes con cáncer de mama y ganglios afectos y ver 
si existía alguna relación estadísticamente significativa también 
entre el subtipo inmunohistoquímico, la afectación axilar y la 
recaída y en los resultados vemos que un 47,3% de las pacientes 
jóvenes con tumores luminales con ganglios afectos recaen. 
Mientras un 36.6% recaen con ganglios negativos. En el caso de los 
tumores HER2 un 66.7% de las pacientes con ganglios afectos 
recaen y sólo un 14.3% con ganglios negativos recaen. En las 
pacientes con ganglios afectos y tumores luminal/HER2 un 77.3% 
con ganglios afectos recaen (en este caso la diferencia es 
estadísticamente significativa; p= 0.03). Sólo un 25% con ganglios 
negativos recaen. En el caso de los tumores triples negativos con 
ganglios axilares metastásicos un 40% de las pacientes recaen frente 
a un 31.2% con ganglios negativos que recaen. 
 Al estudiar el resto de factores pronósticos histológicos, 
como son el tamaño tumoral, el GH y el porcentaje de ki 67 no 




factores y el riesgo de recaída por la enfermedad, ni en pacientes 
jóvenes ni en mayores (Fig 15 a).  
 Por lo que respecta al porcentaje de exitus tras la recaída, un 
39.3% de las pacientes jóvenes que han recaído han fallecido por la 
enfermedad( estadísticamente significativo, p=0.000 ). Un 32% de 
las pacientes mayores que recaen fallecen por la enfermedad ( 
estadísticamente significativo, p=0.000). Como conclusión podemos 
afirmar que tanto en las pacientes jóvenes como en las mayores de 
nuestra serie, una primera recaída está asociada a mayor riesgo de 
fallecimiento por cáncer de mama. 
 También hemos encontrado diferencias estadísticamente 
significativas entre la fecha de la primera recaída por la enfermedad 
y el fallecimiento por cáncer de mama ,de modo que las pacientes 
jóvenes que presentan una recaída a < 1 año del diagnóstico un 58% 
han fallecido por la enfermedad, las que presentan una recaída entre 
el 1-5 año un 38% han fallecido y las que recaen a > 5 años, han 
fallecido un 19% ( diferencias estadísticamente significativas; 
p=0.002, cuanto menos tiempo entre el diagnóstico de la 
enfermedad y la primera recaída mayor probabilidad de fallecer por 
la enfermedad) (Fig 15b). Por el contrario en las pacientes mayores 
no encontramos que esta asociación sea estadísticamente 
significativa. 
          En el caso de las pacientes jóvenes con cáncer de mama en 
función del lugar dónde se produzca la primera recaída por la 




el riesgo de fallecimiento por cáncer de mama. En las mujeres 
jóvenes, aquellas que presentan una primera recaída de forma local 
un 36% han fallecido, primera recaída en hueso un 84% han 
fallecido, primera recaída ganglionar un 43% han fallecido, una 
primera recaída en forma visceral un 86.5% han fallecido a día de 
hoy y una recaída cerebral fallecida (diferencias estadísticamente 
significativas; p=0.001), podemos concluir que en los casos en que 
la primera recaída sea local existe una probabilidad  mayor del 50% 
de sobrevivir, pero si la primera recaída es visceral o cerebral no. 
En las mujeres mayores, aquellas que presentan una primera recaída 
de forma local sólo una falleció y fue por otra causa, la primera 
recaída en hueso sólo una paciente ha fallecido y ha sido por otra 
causa, de aquellas que presentan una primera recaída ganglionar no 
ha fallecido ninguna, y un 64% de las que presentaron una primera 
recaída en forma visceral han fallecido a día de hoy y una recaída 
cerebral fallecida (diferencias no estadísticamente significativas; 
p=0.11), pero podemos concluir que en los casos en que la primera 
recaída sea visceral o cerebral la enfermedad se comporta de forma 
agresiva, en el caso de enfermedad local, osea o ganglionar no 
existe esa agresividad. Aunque en el caso de las mujeres jóvenes 
una primera recaída es más agresiva que en mayores (aunque sea 





Figura 15. Distribución de las recaídas y exitus en mujeres jóvenes con cáncer de mama. a) 
Porcentaje de recaídas en mujeres jóvenes con ganglios axilares afectos por carcinoma de mama 
en función del subtipo tumoral por IHQ. b) Porcentaje de exitus/fallecimiento en mujeres jóvenes 




V.5. RESULTADOS DE VÍAS GENÉTICAS 
IMPLICADAS EN EL CÁNCER DE MAMA 
DE MUJERES MUY JÓVENES MEDIANTE 
EL ANÁLISIS GENÓMICO BASADO EN 
PAM50 Y SU CORRELACIÓN CON 
ESTUDIOS PREVIOS DE MIRNAS. 
IMPORTANCIA DE LA FAMILIA HER 
 
    V.5.1. Clasificación de los tumores de mujeres muy jóvenes y  
     mayores en los subtipos intrínsecos moleculares y su    
     correlación con la clasificación inmunohistoquímica  (IHQ). 
 
 Se realizó el estudio de PAM50 en 31 de las muestras 
tumorales de cáncer de mama de mujeres muy jóvenes y en 18 de 
mujeres mayores de 45 años postmenopáusicas. En las mujeres 
jóvenes estudiadas, coincide el subtipo intrínseco con el subtipo 
inmunohistoquímico en 14 de ellas (un 45%), 5 de los tumores son 
clasificados como normales y en 12 de las muestras no existe 
coincidencia (un 38%). De las 18 pacientes mayores estudiadas, en 
4 de ellas coincide la clasificación molecular y la 
inmunohistoquímica (un 22%), en 10 no existe coincidencia (55%) 
y 4 tumores son clasificados como normales. En ambos casos, 
jóvenes y mayores, el PAM50 asigna más tumores al subtipo 
Luminal A, pero esto es más evidente en las pacientes mayores 
(Tablas 10 y 11). 
También podemos observar cómo en las mujeres jóvenes la 




 Otro punto interesante de mencionar es que tal y como 
podemos ver en las figuras y tablas siguientes los tumores de 
mujeres jóvenes exhiben subtipos intrínsecos más agresivos 
(sobreexpresión de HER2) en comparación con las mayores (con 
una mayoría de subtipo Luminal A). 
 Posteriormente, quisimos valorar cuantas pacientes jóvenes 
y de qué subtipo por PAM 50 habian recaído. Al evidenciar que un 
75% de las pacientes catalogadas como Luminal A por PAM50, con 
bajo riesgo de recaída por subtipo y por proliferación, habían 
sufrido una recaída por la enfermedad decidimos estudiar estas 
pacientes, su recaída y su perfil por IHQ. Hicimos lo mismo con las 
pacientes mayores que la plataforma genética PAM50 habia 
recatalogado como Luminal A y ninguna de ellas ha presentado una 












SUBTIPO PAM50 PERFIL IHQ 
HER2 HER2/LUMINAL 
NORMAL LUMINAL B 
HER2 HER2 PURO 
HER2 HER2 +/LUMINAL 
NORMAL LUMINAL A 
LUMINAL A LUMINAL A 
BASAL TRIPLE NEGATIVA 
LUMINAL A LUMINAL/HER2 
LUMINAL A LUMINAL A 
LUMINAL B TRIPLE NEGATIVA 
HER2 LUMINAL B 
BASAL TRIPLE NEGATIVO 
HER2 HER2/LUMINAL 
NORMAL LUMINAL/HER2 
HER2 LUMINAL B/HER2 
NORMAL LUMINAL B 
LUMINAL A LUMINAL B 
LUMINAL B LUMINAL B 
LUMINAL A HER2 PURO 
NORMAL HER2 PURO 
BASAL TRIPLE NEGATIVA 
LUMINAL A LUMINAL A 
HER2 HER2 +/LUMINAL 
HER2 HER2 +/LUMINAL 
LUMINAL A LUMINAL A 
HER2 HER2 PURO 
LUMINAL A LUMINAL B 
LUMINAL B LUMINAL B 
LUMINAL B LUMINAL B 
HER2 HER2 + PURO 
HER2 HER2 + PURO 
 
Tabla 10. Correspondencia entre el subtipo inmunohistoquímico y el basado en la 














NORMAL LUMINAL B 
HER2 LUMINAL B/HER2 
LUMINAL A LUMINAL B 
HER2 LUMINAL B/HER2 
NORMAL LUMINAL B 
LUMINAL A LUMINAL B 
LUMINAL B LUMINAL B 
NORMAL TRIPLE NEGATIVO 
HER2 LUMINAL/HER2 
LUMINAL A LUMINAL A 
LUMINAL A TRIPLE NEGATIVO 
LUMINAL A LUMINAL B 
LUMINAL A LUMINAL A 
LUMINAL A LUMINAL B 
LUMINAL A LUMINAL B 
LUMINAL A LUMINAL B 
NORMAL LUMINAL A 
HER2 HER2  
Tabla 11. Correspondencia entre el subtipo inmunohistoquímico y el basado en la 





























Figura 16. Descripción de los subtipos histológicos tumorales en función de la 
inmunohistoquímia y el perfil basado en PAM50 en la población estudiada y patrones de 
recaída en función de los subtipos intrínsecos en las mujeres jóvenes. a) Comparación entre 
los subtipos inmunohistoquimicos tumorales en jóvenes y mayores. b) Comparación éntre 
los subtipos intrínsecos tumorales obtenidos de PAM50 entre mujeres jóvenes y mayores. c) 
Número de recaídas en función del subtipo intrínseco por PAM50 en mujeres jóvenes. d) 










Luminal A Luminal A NO NO 
Luminal A Luminal/HER2 
SI(Tras ILE de 1 año, 
hepática) 
SI 
Luminal A Luminal A 
SI( tras ILE de 4 años 
cutánea en cicatriz) 
NO 
Luminal A Luminal B 
SI (Tras ILE de 4 años, 
PE  oseo, pulmonar y 
ganglionar) 
SI 
Luminal A HER2 puro 
SI (Tras ILE 8 años, PE 
hepática) 
SI 
Luminal A Luminal A NO NO 
Luminal A Luminal A 
SI (tras ILE 4 años, PE 
osea) 
NO 
Luminal A Luminal B 
SI (Tras ILE 7 años 
Recaida local en zona de 




Tabla 12. Estudio de las pacientes jóvenes con subtipo intrínseco Luminal A 
basado en la plataforma genética PAM50. Correspondencia con el subtipo 
tumoral basado en inmunohistoquimia y patrones de recaída y 












  V.5.2. Expresión genética diferencial en los tumores de  
   mujeres muy jóvenes y mayores en función del PAM50 y su 
   correlación con el perfil de expresión de miRNAs. 
 
 Con el fin de establecer si realmente existía un patrón de 
miARNs diferenciador entre mujeres jóvenes y mayores 
diagnosticadas de cáncer de mama, se utilizó la plataforma 
Affymetrix miARN array. Se obtuvo una matriz de expresión de 
20248 sondas. Se seleccionaron únicamente los 1100 miARNs 
humanos y, tras el procesado inicial para eliminar los miARNs con 
baja expresión, se redujeron a 251 hsa–miARNs (homo sapiens). 
Con el fin de detectar diferencias en la expresión de miARN en el 
tejido tumoral de mama de las mujeres jóvenes (22 jóvenes con 
tejido tumoral que se remitió también para la realización del 
PAM50) frente a las mayores (12 muestras de tejido tumoral que 
seremitieron también para el estudio con PAM50) se analizó su 
expresión diferencial mediante t-test, obteniendo 120 miARNs 
expresados diferencialmente entre los dos grupos, 96 de los cuales 
se mantenían significativos tras el ajuste por múltiples 
comparaciones. 
 Al evaluar la influencia de los posibles factores de confusión 
(el tamaño del tumor, estado ganglionar, ki67 % y el grado 
histológico), ninguno de los miARNs dio valores significativos en 
ninguno de los análisis realizados (FDR valor de p > 0,1), lo cual 
apoyaba la hipótesis inicial en la que el perfil diferencial de 




 Además, tres muestras parafinadas de mama normal de tres 
mujeres jóvenes sometidas a reducción mamaria fueron incluidas en 
el análisis con el fin de discriminar un perfil de miRNAs asociado a 
mujeres muy jóvenes y no a cáncer de mama. Los resultados 
obtenidos revelaron dos grupos de muestras claramente 
diferenciados (Anexo III). Un grupo incluía todas excepto una de 
las muestras de tejido de cáncer de mama de mujeres muy jóvenes. 
El otro grupo contenía todas las muestras de mujeres mayores y el 
tejido normal de jóvenes. Pudimos identificar dos grandes nodos de 
miARN regulados diferencialmente en el grupo de cáncer de mama 
de mujeres jóvenes (CMMJ). Como se muestra en la Figura del 
Anexo III, los 52 miARN sobreexpresados sen el grupo CMMJ se 
pueden ver en el clúster en el nodo superior 115 (correlación de 
0,383), mientras que el nodo inferior muestra los 67 miARNs 
reprimidos (nodo 119 con un correlación de 0,102). 
 En el nodo sobreexpresado (nodo 115) se pueden diferenciar 
varios sub-nodos: el nodo 92, con una correlación de 0.63, y el nodo 
84, con una correlación de 0.66. El sub-nodo 92 es el que más 
variabilidad tiene entre las muestras. Por lo que seleccionamos del 
nodo 84 el sub-nodo 15, donde convergen 12 miARNs (correlación 
de 0.923), dado que es el que presenta una mayor diferencia entre 
jóvenes/mayores-normales.  
 En el nodo reprimido ( nodo 119), se identificaron seis sub-
nodos interesantes : sub - nodo 102 (correlación 0,582 ) , sub - nodo 




nodo 63 (correlación 0,72) , sub - nodo 54 (correlación de 0,75 ) y 
el sub - nodo 52 (correlación de 0,75 ) .   
 Con los 20 miARNs seleccionados que componen los dos 
sub-nodos más llamativos, se realizó una búsqueda para determinar 
cuáles podrían ser biológicamente más relevantes en el contexto del 
cáncer de mama. Para ello utilizamos DIANA miRPathv2.0. Al 
estudiar los miARNs de los sub- nodos seleccionados , encontramos 
distintas vías con FDR p-valor < 0,05 , incluyendo la vías 
relacionadas con adherencia y movilidad ( biosíntesis de 
glicosaminoglicanos ,unión adherente, adhesión focal, moléculas de 
adhesión celular y la regulación del citoesqueleto de actina) , con la 
proliferación celular (señalización de MAPK ,  endocitosis  ) ,el  
ritmo circadiano y  miocardiopatías. 
 Dado que, como hemos visto anteriormente, las mujeres 
jóvenes con afectación axilar tienen de un modo significativo, 
mayor riesgo de recaída por el cáncer de mama, nos propusimos 
evaluar si alguno de los miRNAs que se consideraron relevantes a 
la hora de diferenciar el cáncer de mama entre mujeres jóvenes y 
mayores podría asociarse también con la mayor agresividad del 
cáncer de mama de mujeres jóvenes con metástasis axilares. Para 
ello, con el programa estadístico GraphPad Prism ,estudiamos la SG 
asociada a los miRNAs que fueron considerados como relevantes 
marcadores moleculares (miR-30c, miR-125a, miR-17, miR-92b, 
miR-139 y miR-663) tanto por sus niveles de significatividad en los 
tres grupos de muestras analizados mediante la palataforma 




bibliografía. Se utilizó la prueba de Mantel-Cox. En los análisis de 
la supervivencia, la prueba de Mantel-Cox (conocida a veces como 
la prueba logrank) es una técnica estadística no paramétrica 
utililzada para contrastar las funciones de supervivencia de dos 
poblaciones. Realizamos el estudio en las pacientes jóvenes y 
mayores que tuvieran al diagnóstico afectación axilar por el cáncer 
de mama y hubieran sido utilizadas en el chip de la plataforma 
Affimetrix. Se realizó el estudio en las 11 pacientes jóvenes con 
afectación axilar y en las 2 mayores que tenían metástasis axilares 
por cáncer de mama. Se revisó si habían presentado alguna recaída 
y el tiempo desde el diagnóstico hasta la misma. Con estos datos 
estudiamos si existía alguna relación entre las pacientes con 
afectación axilar y los miRNAs anteriores. No se observaron 
diferencias significativas en ninguno de ellos, probablemente 
debido al poco número de casos estudiados, aunque como podemos 
ver en la Figura 17 el miR-30 muestra valores de p cercanos a la 
significación (p = 0.080). Las pacientes con afectación axilar y con 
el miR-30 reprimido tienen menor SG que aquellas que lo tienen 
sobreexpresado y la diferencia es más evidente en mujeres jóvenes, 
dado que 7 de ellas lo tienen reprimido y 4 han fallecido, mientras 
que la paciente mayor que lo tiene reprimido sigue viva y sin 
recaída por la enfermedad. El resto de pacientes lo tienen 





Figura 17. Supervivencia Global en jóvenes y mayores con cáncer de mama y 
metástasis axilares en función de la expresión de los miRNAs relevantes. En rojo 
observamos la curva de supervivencia si el miRNA a estudio se encuentra 





Con estos datos obtenidos basados en miRNAs, nos 
propusimos estudiar los 110 genes (incluyendo los 5 genes 
housekeeping o endógenos, que son ACTB, MRPL19, PSMC4, 
RPLO y SF3A1) expresados en cada muestra de las remitidas para 
la realización de PAM50. En el Anexo IV se expone la expresión de 
cada uno de los genes en cada una de las muestras tumorales. 
Posteriormente, con el fin de determinar, si al igual que con 
miRNAs, con la expresión génica obtenida de la platafoma PAM50 
existian diferencias en el patrón genético de expresión entre los 
tumores de las pacientes muy jóvenes y de las mayores, llevamos a 
cabo un análisis de expresión diferencial con la herramienta online 
POMELO II (http://asterias.bioinfo.cnio.es). Se realizó un t-test con 
20000 permutaciones. Los resultados estadísticos se corrigieron por 
múltiples comparaciones mediante FDR (tasa de falso positivo de 
Benjamini y Hochberg). Los genes con un FDR p-valor < 0,05 
fueron considerados estadísticamente significativos y se obtuvo un 
perfil genético diferenciador (Tabla 13):  




NOMBRE GEN UNADJ,P FDR_INDEP OBS_STAT 
UBE2C 0,00034 0,0244734 4,041861 
GNG11 0,00065 0,0244734 -3,700198 
CDC20 0,0008349 0,0244734 3,66326 
VIM 0,0008899 0,0244734 -3,546425 
MELK 0,0012649 0,0278282 3,423547 
ANLN 0,0022799 0,0377031 3,296306 
CRYAB 0,0024748 0,0377031 -3,249624 
ANGPTL4 0,0028248 0,0377031 -3,198303 
CCNB1 0,0030848 0,0377031 3,162332 
VAMP8 0,0035398 0,0389375 -3,115691 
CENPF 0,0054196 0,0522924 2,942082 
MYBL2 0,0057046 0,0522924 2,923696 
MKI67 0,0096694 0,0818178 2,681036 
MPP1 0,0134141 0,0997635 -2,610869 
RB1 0,0136041 0,0997635 -2,526636 
CAV1 0,0176289 0,1196658 -2,480362 
SF3A1 0,0184938 0,1196658 -2,450201 
RAD17 0,0214236 0,1266918 2,381769 
CCNE1 0,0227485 0,1266918 2,362884 
SLC16A3 0,0249384 0,1266918 2,318452 
F11R 0,0243284 0,1266918 2,314732 
BIRC5 0,0253384 0,1266918 2,312811 
EXO1 0,0286881 0,1372041 2,265629 
ERBB4 0,0334478 0,1471704 -2,206695 
FBN1 0,0321979 0,1471704 -2,2035 
GPR160 0,0353927 0,1497383 -2,177043 
SH2B3 0,0397674 0,1617681 -2,115988 
MDM2 0,0411773 0,1617681 2,091763 
ORC6L 0,0445621 0,1690287 2,074758 
 
Tabla 13. Genes significativos (p<0.005) diferenciales entre los tumores de 
mujeres jóvenes y mayores. Basado en los resultados obtenidos mediante la 





 Obtuvimos este resultado, viendo como la expresión de 29 
genes diferencia genéticamente los tumores de cáncer de mama de 
mujeres jóvenes y mayores. Estos 29 genes están relacionados con 
cáncer y más especificamente con cáncer de mama. Confirmando 
no sólo con la expresión de miRNAs, sino también con la expresión 
génica que los tumores de mujeres mayores y jóvenes son 
genéticamente diferentes. Posteriormente se realizó una búsqueda 
bibliogáfica de cada uno de estos genes: el gen UBE2C está 
implicado en la proliferación celular y la distorsión del ciclo celular, 
se ha asociado con la diferenciación tumoral en cancer de mama, 
ovario, pulmón, y vejiga. El gen GNG11 es un miembro del 
complejo de las proteínas G, que juega un importante papel en la 
señal transmembrana de las células, la represión de su expresión se 
ha asociado a linfomas esplénicos. El gen CDC20 codifica para una 
proteína esencial en la regulación del ciclo celular y cuya función 
esencial es activar el complejo que promueve la anafase (APC/C). 
El gen VIM codifica una proteína fribrosa que forma los filamentos 
intermedios del citoesqueleto intracelular, su función es mantener la 
integridad física de la célula y las uniones intercelulares. El gen 
MELK, actua como un regulador del ciclo celular y activa la 
apotosis y juega un papel esencial en la proliferación celular y 
carcinogénesis. El gen ANLN, codifica para una proteína de unión 
implicada en el crecimiento y la migración, sus mutaciones se han 
relacionado con glomeruloesclerosis y cáncer. El gen CRYAB 
codifica para dos proteínas implicadas en prevenir la agregación 




intracelular. El gen ANGPTL4 juega un importante papel en 
numerosas neoplasias y en la formación de metástasis modulando la 
permeabilidad vascular, la movilidad celular y la invasión. El gen 
CCNB1 codifica para la proteína ciclina B1, que es una proteína 
reguladora implicada en la mitosis celular, su alteración se ha 
implicado con una gran variedad de neoplasias. El gen VAMP8 
codifica para una proteína implicada en la fusión de las vesículas 
sinápticas con la membrana presináptica. El gen CENPF codifica la 
proteína centromérica F, y cuya función principal se lleva a cabo en 
la fase G2 del ciclo celular. El gen MYBL2 es un gen de 
proliferación celular implicado en múltiples estudios en cáncer de 
mama. El gen MKI67 codifica para la proteína Ki 67, asociada a 
proliferación celular e implicada en multitud de neoplasias. El gen 
MPP1 codifica para una proteína de unión intracelular que está 
implicada en la regulación de la proliferación celular y las uniones 
intracelulares. El gen RB1 codifica para la proteína del 
retinoblastoma, una proteína supresora de tumores que se encuentra 
alterada en muchos tipos de cáncer. El gen CAV1 codifica la 
proteína CAV1 (caveolina-1), que es la principal componente de las 
caveolas formadas en la membrana plasmática de la mayoría de 
tipos celulares. El gen CAV1 es un regulador negativo de la cascada 
Ras-p42/44 MAPK. El gen SF3A1 codifica una proteína del 
complejo de splicing factor 3  que juega un importante papel en la 
unión pre-mRNA. El gen RAD17 codifica para la proteína RAD17, 
implicada en la regulación del ciclo celular. El gen CCNE1 codifica 




mitosis. El gen SLC16A3 codifica para una proteína implicada en la 
glicolisis. El gen F11R está implicado en la adhesión plaquetar. El 
gen BIRC5 codifica para una proteína con actividad ubiquitin-
transferasa implicada en la ubiquitinización proteica y en la mitosis 
celular. El gen EXO1 codifica para la exonucleasa 1, implicada en 
la respuesta inmune y en la reparación del DNA, entre otros. Del 
gen ERBB4 ya hemos hablado en la introducción. El gen FBN1 
codifica para la proteína fibrilina 1 que actúa como un componente 
estructural de las microfibrillas que unen el calcio. El gen GPR160 
codifica para un receptor de membrana con actividad en la 
regulación de la acetilación de histonas y en la transcripción 
genética. El gen SH2B3 está relacionado con la hematopoyesis y la 
regulación de la señal de las citoquinas. El gen MDM2 es un 
oncogén que codifica la proteína mdm2 que es un importante 
regulador negativo del supresor tumoral p53. Por último, el gen 
ORC6L está implicado en la coordinación de la replicación 
cromosómica. 
 En la Figura 19, donde se representa el cluster diferencial de 
los 29 genes en función de la edad de las pacientes, podemos ver 
como existen dos subgrupos geneticamente diferenciados. Las 26 
muestras a la derecha (hasta la muestra VAL2) corresponden a 
pacientes jóvenes (excepto 3 mayores: C-10, C28 y C34) y de las 
muestras de la izquierda 17 corresponden a pacientes mayores. En 
color rojo se representan los genes sobreexpresados y en color verde 






Figura 19. Cluster genético diferencial basado en PAM50 entre las muestras tumorales de 
cáncer de mama de mujeres jóvenes y mayores. El color rojo indica los genes 





 Posteriormente hicimos un análisis bioinformático con los 
datos de los genes diferencialmente expresados en mujeres jóvenes, 
para ello utilizamos las herramientas online Reactome, Biocarta y 
Go ontology. Y observamos que los genes alterados en los tumores 
de nuestras pacientes jóvenes estudiadas están relacionados de una 
forma estadísticamente significativa con el ciclo celular (FDR= 1,13 
x 10
-5)
, la transducción de señales (FDR= 6,01 x 10
-2
), la hemostasis 
(FDR= 3,24 x 10
-2
) y la replicación de DNA (FDR= 6,52 x 10
-2
), 
entre otros. Dentro de los genes implicados en la transducción de 
señales y que la bioinformatica nos indica que se encuentran 
alterados en los tumores de las mujeres jóvenes de nuestra serie se 
encuentran; erbB4, erbB2, c-Kit, VEGF, PDGF, EGFR, FCFR, 
NGF y el receptor de insulina. Todos ellos conocidos por su 
implicación con el desarrollo del cáncer. (Figura 21,22 y 23) 
Figura 20. Expresión de los genes diferenciales en mujeres jóvenes por 
localización cromosómica. Datos en rojo representan genes sobreexpresados y 



























































































































































































































































































































































Figura 23. Rutas genéticas desreguladas en los tumores de cáncer de mama de 




Figura 24. Ruta del gen erbB4. Su expresión se encuentra alterada en los tumores 































   V.5.3. Expresión inmunohistoquímica de cerbB4 en los 
    tumores de cáncer de mama de mujeres jóvenes y mayores. 
 Dado que los tumores de las pacientes muy jóvenes con 
cáncer de mama presentaban una diferente expresión del gen erbB4 
en comparación con los tumores de las pacientes mayores, tanto 
mediante el estudio de miRNAs como por la plataforma genómica 
PAM50, se decidió el estudio mediante IHQ de la expresión de este 
gen. 
 Se evaluó la tinción celular (nuclear y citoplamática) en 81 
muestras de cáncer de mama de las pacientes muy jóvenes y en 52 
mayores. Finalmente en cuatro de las jóvenes no quedaba muestra 
tumoral suficiente y en una de las mayores, de modo que material 
válido tenemos de 77 tumores de mujeres jóvenes y de 51 tumores 
malignos de mama de mujeres mayores.  
 Se consideró una sobreexpresión de erbB4 positiva si la 
expresión de la membrana y/o nuclear era de> 10%->30 % (3+/2+), 
en el caso de ausencia de tinción o tinción débil membrana/nuclear 
incompleta (0/1+) se consideró negativo. 
 De las 77 mujeres jóvenes estudiadas, 15 son cerbB4 
positivas (2+/3+), lo que supone un 20% del total, 12 de ellas son 
también HER2 positivas (un 80%), de estas 7 con RH negativos y 5 
con RH positivos. 2 presentan un tumor Luminal A (un 13%) y 1 




De las 51 mujeres mayores con cáncer de mama estudiadas, 8 son 
HER4 positivas (supone un 16% del total), y todas ellas son HER2 
positivas (un 100%). 
De las 12 jóvenes HER2/HER4 positivas, todas habían recibido 
trastuzumab neo/adyuvante, y cuatro han recaído (un 33.3%, 2 con 
RH positivos y 2 con RH negativos) y de estas, tres han fallecido 
por la enfermedad. De las 8 pacientes mayores con cáncer de mama 
HER2/HER4 positivo no ha recaído por su cáncer de mama ninguna 
de ellas. 
Figura 25. Representación de la expresión inmunohistoquímica de erbB4 en las mujeres 
jóvenes con cáncer de mama estudiadas. a. Mujer < 35 años. Perfil HER2 puro, erbB4 
positivo (2+/3+ en membranas). b. Mujer < 35 años. Perfil Luminal A, erbB4 2+ en núcleos 






Figura 26. Representación de la expresión inmunohistoquímica del gen 
erbB4 en las mujeres mayores con cáncer de mama estudiadas. a. Paciente 
postmenopaúsica. Perfil HER2 puro, erbB 4 positivo (tinción de 
membrana 2+). b. Paciente postmenopaúsica. Perfil Triple negativo, erbB 

































































 El cáncer de mama es una enfermedad que habitualmente 
encontramos en mujeres mayores, menos del 7.5% de todas las 
mujeres diagnosticadas de cáncer de mama anualmente serán 
menores de 40 años (193).  
 La definición de juventud en estos casos es controvertida. El 
corte de edad varía entre los 30 y los 40 años. En las pacientes 
menores de 35 años, el riesgo de muerte por cáncer de mama se 
incrementa alrededor de un 5% por cada año en que se reduce dicha 
edad. Mientras que este hecho no se observa en las pacientes de 35 
a 50 años(201).  Es por esta razón, que en muchos trabajos se ha 
definido que los 35 años son el corte de edad razonable para definir 
el cáncer de mama de mujeres muy jóvenes. 
 Nuestros resultados indican que el cáncer de mama de 
mujeres muy jóvenes, menores de 35 años,  presenta características 
que sugieren mayor agresividad biológica, con mayor tamaño 
tumoral, pobremente diferenciados, y con una alta frecuencia de 
afectación ganglionar axilar en comparación con los tumores de las 
pacientes que se diagnostican a mayor edad. Y hemos podido 
comprobar que estas diferencias no son debidas a un retraso en el 
diagnóstico, sino que, genéticamente los tumores de las mujeres 




activación de vías genéticas diferentes. Confirmando que el cáncer 
de mama de las mujeres jóvenes es una entidad biológica única. 
Los resultados que hemos obtenido demuestran que la edad 
de la paciente en el momento del diagnóstico es una importante 
variable a la hora de determinar el pronóstico del cáncer de mama. 
Además de las características clinicopatológicas, las pacientes 
diagnosticadas de un cáncer de mama con una edad ≤ de 35 años 
tienen una menor supervivencia libre de enfermedad y 
supervivencia global que aquellas pacientes de mayor edad. 
Aunque las comparaciones con otros artículos publicados 
pueden ser difíciles, sobretodo por las diferencias en la población de 
estudio (dado que muchos estudios se han realizado en otras 
poblaciones como la asiática), el número de pacientes analizadas, y 
la forma de analizar y presentar los datos obtenidos, nuestros 
resultados han sido congruentes con los de otros autores. 
VI. 1. DIFERENCIAS CLÍNICAS ENTRE EL 
CÁNCER DE MAMA DE MUJERES 
JÓVENES Y MAYORES 
 
  En el año 2012 se publica el estudio GRELL, dónde se 
evalua la incidencia de cáncer de mama en mujeres menores de 40 
años desde el año 1990 al 2008 en Europa. Treinta y siete registros 
europeos poblacionales fueron consultados, entre ellos los 




evidenciando un aumento en la incidencia de cáncer de mama en 
mujeres menores de 35 años, y este aumento podría estar 
relacionado con la disminución de la edad de la menarquía, el 
aumento de la edad en los embarazos, la obesidad o el consumo de 
alcohol (202). 
 Pollán y colaboradores también estudian la incidencia de 
cancer de mama en España desde la implantación de los programas 
de screening (203), evidenciando también un moderado incremento 
del cáncer de mama en las mujeres menores de 45 años españolas, 
debido a factores genéticos y también a los cambios reproductivos 
que hemos sufrido las mujeres españolas en los últimos 20 años, 
siendo nuestro país uno de los países desarrollados dónde más se ha 
observado la disminución de la fertilidad y de la edad de la 
menarquía y el aumento en la edad del primer embarazo. Pudiendo 
contribuir todos estos factores en el riesgo individual de cáncer de 
mama. 
 Con estos datos quisimos estudiar si en nuestra población de 
258 mujeres muy jóvenes podíamos observar también esa tendencia 
en los cambios reproductivos españoles. 
 Nuestros datos confirman lo descrito anteriormente, dado 
que previo al año 2000 se diagnosticaron en nuestro centro 60 
pacientes menores de 36 años (un 23%) y en los últimos años se han 
diagnosticado el resto (un 77%). 
Los resultados de nuestro trabajo muestran que en los 




cáncer de mama que tienen la menarquía a edades menores de 11 
años ha aumentado, aunque las diferencias no sean estadísticamente 
significativas si que apoya la hipótesis de Pollán y colaboradores en 
cuanto a los cambios reproductivos y en el estilo de vida de las 
mujeres españolas jóvenes. Lo mismo ocurre en el caso del 
embarazo y la edad en que tiene lugar el primero. Aunque las 
diferencias no sean significativas, antes del año 2000 de las 
pacientes jóvenes diagnosticadas menores de 35 años, un 68% 
habían tenido, al menos, un embarazo a término. En los últimos 14 
años ese porcentaje disminuye un 16%. Y aunque en el caso de la 
edad del primer embarazo las diferencias no sean tampoco 
estadísticamente significativas (p 0.79) podemos observar un 
cambio de tendencia a tener hijos a edades más mayores.  
Nuestros resultados nos muestran también que en los últimos 
10 años estamos asistiendo a un aumento de las pacientes jóvenes 
diagnosticadas durante la gestación. Pasando de un 1.7% en los 
diagnósticos previos al año 2000, a un 6% en los últimos 6 años.  
Como también a un aumento en el diagnóstico de mujeres en 
periodo de lactancia, pasando de un 1% previo al año 2008 a un 4% 
en los últimos 6 años. 
Lecrere y colaboradores (202) indican también que entre los 
factores a considerar como causantes de este aumento de cáncer de 
mama en mujeres jóvenes estarían la obesidad y el consumo de 
alcohol. En nuestra serie de pacientes con los datos que poseemos 
no podemos apoyar ni refrutar esta hipótesis, dado que, en España 




bajos, al menos en las pacientes jóvenes y en las mayores estudiadas 
.En cuanto al consumo de alcohol, aunque inicialmente estaba entre 
nuestros objetivos estudiarlo, pocas son las mujeres que confiesan 
un consumo de alcohol, por lo que de este dato tampoco se pueden 
extraer conclusiones de las pacientes de nuestra serie.  
 
VI. 2. DIFERENCIAS 
ANATOMOPATOLÓGICAS ENTRE EL 
CÁNCER DE MAMA DE MUJERES 
JÓVENES Y MAYORES Y ANÁLISIS DE 
SUPERVIVENCIA POR SUBGRUPOS 
 
 En nuestra serie no se han detectado diferencias en la 
distribución de los subtipos histológicos tumorales entre mujeres 
muy jóvenes y mayores, siendo el carcinoma ductal el subtipo más 
frecuente. Los datos de la literatura a este respecto describen el 
mismo fenómeno (193). 
 
 Los resultados de múltiples estudios indican que existe una 
elevada proporción de factores pronósticos adversos en mujeres con 
cáncer de mama ≤ 35 años en comparación con pacientes más 
mayores. Mayor porcentaje de sobreexpresión de HER2, mayor 
frecuencia de RE negativos, mayor GH y mayor Ki 67 se ha 




 Nuestros resultados nos indican que los tumores de mujeres 
muy jóvenes exhiben mayor tamaño, con menor diferenciación 
celular y mayor afectación ganglionar axilar que las pacientes con 
cáncer de mama de mayor edad. Estas diferencias son un constante 
en la mayor parte de los estudios que analizan los tumores 
procedentes de mujeres jóvenes y los comparan con aquellos de 
mujeres mayores (196, 210-213). 
 
 En cuanto a los factores pronósticos moleculares, nuestros 
datos muestran que tanto en los tumores de mujeres jóvenes como 
en los de las mayores existe un alto porcentaje de expresión de RE y 
RP (un 70% de las pacientes jóvenes tienen RE positivos frente a un 
71% de las pacientes mayores). Siendo esta positividad mayor que 
la descrita en otras series como en la de Karihtala et al. En cuanto a 
la sobreexpresión del gen HER2 nuestros datos demuestran que las 
pacientes jóvenes tienen mayor porcentaje de tumores HER2 
positivos (un 28% frente a un 22% en mujeres mayores, aunque 
también es importante señalar que el estado de HER2 es 
desconocido en un 18% de las mujeres jóvenes de nuestra serie). 
Los datos existentes publicados a este respecto son variables, en 
algunas de las series no se encuentran diferencias(193, 196)  y en 
otras se objetiva un aumento de la amplificación de HER2 (192, 
194, 198, 209, 214, 215). 
 
 En cuanto al índice de proliferación Ki 67, en la mayor parte 




factor entre mayores y jóvenes, o simplemente se describe como 
positivo o negativo (193). En nuestra serie podemos observar que 
en los tumores de mujeres jóvenes la mayor parte, un 81%, tiene un 
Ki 67 > 14%, frente al 72% de las mujeres mayores. 
 
 En lo que a los subtipos inmunohistoquimicos se refiere, 
nuestros resultados muestran un aumento de los tumores HER2 
puro y Luminal/HER2 en los canceres de mama de mujeres jóvenes. 
 
 En lo que respecta al tratamiento locoregional de la mama y 
de la axila no existen diferencias estadísticamente significativas 
entre la cirugía de las pacientes más jóvenes y la de las mayores en 
nuestra serie. Donde sí evidenciamos diferencias estadísticamente 
significativas es en el cambio de cirugía en los últimos años en las 
mujeres jóvenes, a favor de cirugías de mama y axila más 
conservadoras (p< 0.005). Lo cual es congruente con que en los 
últimos años la tendencia es a ser lo menos agresivos posible para 
conseguir una menor morbilidad en las pacientes. Desde el año 
1970 se han publicado 6 estudios aleatorizados que comparan la 
cirugía conservadora seguida de radioterapia con la mastectomía. 
Los resultados de estos estudios ponen de manifiesto que el 
tratamiento conservador de la mama es tan satisfactorio para 
pacientes con ganglios negativos como positivos. Y recientemente 
se han publicado los resultados del ensayo EORTC 10801, dónde 
tras 20 años de seguimiento se evidencia que la cirugía 




términos de supervivencia global (216) (217, 218). A estos estudios 
se unen los resultados del ensayo NSABP B-04104 en los que se 
compara la mastectomía radical, la mastectomía simple con RT y la 
mastectomía simple en estadios iniciales sin afectación ganglionar y 
donde no se ha demostrado, con 25 años de seguimiento, mejoría en 
la supervivencia global de las pacientes que habían recibido 
tratamiento regional axilar (linfadenectomía o radioterapia). Por lo 
tanto, se considera que la linfadenectomía axilar es una técnica 
diagnóstica y sólo se considera terapéutica si existe afectación 
ganglionar(219).  
 
 En nuestros dos grupos de análisis, no existen diferencias 
entre las pacientes ≤ 35 años y las > de 45 años en cuanto al tipo de 
agente quimioterapico utilizado, únicamente podemos ver que en 
pacientes jóvenes sólo un 4% recibe como tratamiento único 
hormonoterapia (sin quimioterapia) frente a un 24% en mayores.  
Ello es probablemente al mayor número de factores pronósticos 
agresivos que exhiben los tumores de las pacientes jóvenes de 
nuestra serie. 
 
 En cuanto a si las pacientes que hemos analizado reciben 
tratamiento adyuvante o neoadyuvante, observamos que  en los 
últimos años existe un aumento en la quimioterapia neoadyuvante 
(siendo en jóvenes este dato estadísticamente significativo) lo que 
concuerda con lo descrito en la literatura, dado que,  aunque no se 




aquellas mujeres que reciben neoadyuvancia versus aquellas que 
reciben adyuvancia, se ha podido saber mucho más acerca de la 
biología del tumor gracias a los estudios de quimioterapia 
neoadyuvante (220-222).La quimioterapia neoadyuvante nos aporta 
información también acerca de la respuesta patológica tras la cirugía 
(sobretodo en aquellos tumores en los que conseguimos una RCP) y 
de las modificaciones biológicas tumorales. En nuestras pacientes 
podemos observar, aunque las diferencias no sean estadísticamente 
significativas, que en el caso de las pacientes > 45 años, existe un 
mayor porcentaje de RCP tras la neoadyuvancia que en las 
pacientes jóvenes. Y en ambos grupos el mayor porcentaje de RCP 
es para los tumores HER2 puros (223). 
 
 En lo que a la asociación con mutaciones genéticas se 
refiere, vemos que las mutaciones en los genes BRCA son mucho 
más frecuentes en las mujeres jóvenes que hemos estudiado que en 
las pacientes mayores, (en las mujeres mayores de las 8 pacientes 
estudiadas porque cumplían criterios de estudio de mutaciones en 
los genes BRCA, ninguna de ellas expresa ningún tipo de alteración 
en dichos genes) lo que reafirma diferentes estudios publicados a 
ese respecto (224, 225). Nuestros resultados muestran también que 
de las pacientes jóvenes en las que se estudió la mutación de los 
genes BRCA, de las que tenían tumores perfil Luminal un 24,4% 
presentan mutación en BRCA, un 22,2% de los HER2 puros, un 
21,4% de los Luminal/HER2, y un 53,3% de los triple negativos. 




vemos índicios de mayor frecuencia de pacientes con tumores triple 
negativos que son mutadas para BRCA, más de la mitad de las 
mujeres triple negativas estudiadas tienen la mutación. Tal y como 
se ha descrito previamente en la literatura publicada. (226). 
 En cuanto a los análisis de recaída por la enfermedad y 
supervivencia global de nuestras pacientes estudiadas, vemos que 
casi la mitad de las mujeres jóvenes diagnosticadas, un 45%, han 
presentado una recaída por el cáncer de mama frente al 21% de las 
mujeres mayores. No parece asociarse ningún subtipo 
inmunohistoquimico a mayor riesgo de recaída ni en jóvenes ni en 
mayores, dado que las diferencias no son estadísticamente 
significativas. Pero sí parece que la afectación axilar tiene una 
relación estadísticamente significativa con el riesgo de recaída en 
mujeres jóvenes, y se mantiene la significación si además de 
afectación axilar asociamos el subtipo Luminal/HER2. Siendo la 
afectación axilar un factor pronóstico histológico independiente. Tal 
y como también describen en su serie de pacientes Karihtala y 
colaboradores y recientemente Zhao y colaboradores (193, 227). 
 Por lo que respecta al fallecimiento por cáncer de mama, 
vemos que el riesgo de fallecer por esta enfermedad está asociado 
de forma significativa a una primera recaída, tanto en nuestras 
pacientes jóvenes como en las mayores. Y si esta recaída aparece 
antes del año del diagnóstico o es en forma de recaída visceral o 
cerebral está asociada, de forma estadísticamente significativa, a 
exitus en mujeres jóvenes, tal y como refleja la literatura publicada 




mama antes de los 40 años tienen un mayor riesgo de fallecer por la 
enfermedad que las pacientes de mayor edad (198).  
 
VI. 3. DIFERENCIAS GENÉTICAS ENTRE 
EL CÁNCER DE MAMA DE MUJERES 
JÓVENES Y MAYORES 
 
 Actualmente, los datos disponibles acerca de porqué las 
mujeres jóvenes desarrollan canceres de mama más agresivos que 
las pacientes mayores son escasos. Todos los datos parecen sugerir 
que la agresividad de los tumores de mujeres jóvenes es debida a 
diferencias biológicas. 
 
 En el año 2008, Anders y colaboradores publicaron uno de 
los primeros trabajos que pretendía demostrar que genéticamente el 
cáncer de mama de mujeres jóvenes era distinto del de mujeres 
mayores (228). A este trabajo le han seguido otros como el de Azim 
y colaboradores (105) donde se identifica en una cohorte de 191 
pacientes menores de 40 años con una sobreexpresión de genes 
como RANK-ligando y c-kit entre otros o el de Colak et al, donde 
los autores concluyen que el cáncer de mama de mujeres muy 
jóvenes parece ser una entidad distinta más allá de la clasificación 





 En el año 2013, se revela un trabajo en el que los autores 
proponen que existe un perfil molecular diferente que caracteriza el 
cáncer de mama en mujeres muy jóvenes. Identifican 63 genes con 
distinta expresión en mujeres jóvenes, encontrándose entre ellos los 
genes PI3K/Akt, c-Myc, NF-kB, TGFA, ErbB2, y IL-1/IL- 1R, 
todos ellos relacionados con procesos cancerígenos como la 
angiogénesis, el crecimiento tumoral, y las metástasis (105).  
  
 Johnson et al, publican en mayo de este año un estudio 
donde revelan que hay diferencias en la expresión genética del 
cáncer de mama en función de la edad (229).  
 
 Con todas estas nuevas publicaciones, decidimos estudiar si 
también existían diferencias entre mujeres jóvenes con cáncer de 
mama y mujeres mayores a nivel de miRNAs. Estudiamos y 
validamos el perfil de expresión basado en miRNAs inicial 
mediante Affimetrix, en 42 tumores de mujeres de ≤ 35 años, 17 
tumores de pacientes entre 45 y 65 años y en 29 de mujeres 
mayores de 65 años. Objetivamos que existe un perfil de expresión 
de 96 miRNAs (miR) diferenciales entre tumores de pacientes 
jóvenes (≤ 35 años) y mayores, de los que finalmente 12 miR se 
seleccionan por ser los más diferenciales entre los subgrupos y se 
validan 6 de ellos (miR-1228, miR-3196, miR-1275, miR-92b, miR-
139 y el miR-1207). Comprobándose que todos los genes validados 
están relacionados con motilidad celular, invasión y proliferación. 




diferenciaría el cáncer de mama de mujeres muy jóvenes (≤ 35 
años) del cáncer de mama de las mujeres mayores (230).  
 
 A raíz de estos datos iniciales pretendimos seguir nuestras 
investigaciones, ampliando el estudio de las características clínicas 
y patológicas diferenciales y estudiando el patrón basado en los 
subtipos intrínsecos del cáncer de mama de mujeres jóvenes y si se 
diferenciaba del cáncer de mama de mayores y sobretodo si existían 
vías genéticas activadas diferentes en los tumores de ambos 
subgrupos. Para todo esto llevamos a cabo el estudio con la 
plataforma genética PAM50. La existencia de los subtipos 
intrínsecos de cáncer de mama luminal A, luminal B, HER2 
enriquecido y basal ha sido validada mediante diferentes y múltiples 
métodos de laboratorio y en múltiples poblaciones (98). Nuestros 
resultados demuestran que, aunque inicialmente se remitieron las 
muestras entre mayores y jóvenes intentando que los porcentajes 
por subtipos inmunohistoquimicos fueran muy similares, hay 
importantes diferencias en cuanto a los resultados por PAM50. 
Vemos una mayoría del subtipo intrínseco HER2 en mujeres 
jóvenes (un 35% frente a un 22% en mujeres mayores) mientras que 
en los tumores de mujeres > 45 años vemos un predominio del 
subtipo Luminal A (un 50% frente a un 26% en mujeres jóvenes). 
También observamos que un 10% de las pacientes jóvenes 
presentan un fenotipo basal frente a un 0% en las pacientes 
mayores. Estos porcentajes se incrementan si consideramos que los 




subtipo en sí, y que podrían ser un artefacto de contaminación del 
RNA tumoral por RNA de células mamarias normales (231).Por lo 
que, si excluimos  los tumores tipificados como normales por 
PAM50 observamos que en mujeres jóvenes el subtipo intrínseco 
más frecuente es el HER2 enriquecido (42%), seguido del Luminal 
A (31%), del Luminal B (15%) y por último el basal (12%). En las 
mujeres mayores el subtipo más común continúa siendo el Luminal 
A (un 64%), seguido del HER2 enriquecido (29%) y por último el 
Luminal B (7%). En línea con otros estudios publicados (105) 
vemos en mujeres jóvenes mayor sobreexpresión de HER2 y menor 
expresión de RH. Continuando con nuestro análisis, podemos 
observar que PAM50 asigna más tumores de pacientes mayores a 
bajo riesgo, mientras que en las pacientes de menor edad al 
diagnóstico los subtipos intrínsecos que predominan son los de alto 
riesgo. Esto concuerda con la literatura publicada a este respecto, 
dónde se evidencia que el valor pronóstico de los análisis genéticos 
de expresión es similar en todos los grupos de edad, siendo igual de 
válido en mujeres jóvenes como en aquellas de más edad (232) 
(233). Lo que no está descrito en estudios previos es el valor del 
subtipo intrínseco Luminal A, de bajo riesgo, en las pacientes ≤ 35 
años. En nuestros resultados, siempre teniendo en cuenta que sólo 
son 8 pacientes jóvenes con subtipo Luminal A, nos parece 
significativo que un 75% haya presentado una recaída por la 
enfermedad, es por ello que nos preguntamos si en estas pacientes 
muy jóvenes se cumple el buen pronóstico del que nos informa el 




Luminal A en mujeres ≤ 35 años se comportaría también como 
agresivo o si se debería tener en cuenta también en estos casos la 
clasificación IHQ. La respuesta a esta pregunta la obtendremos de 
los diferentes ensayos clínicos en los que se está utilizando el 
PAM50 para tipificar los tumores de las pacientes, dado que, las 
pacientes muy jóvenes son muy buenas candidatas para participar 
en ensayos clínicos. 
 
VI. 4. CÁNCER DE MAMA EN MUJERES 
JÓVENES. BÚSQUEDA DE NUEVOS 
MARCADORES 
 
 El estudio de miRNAs nos ha revelado que existe una 
diferencia en la expresión de los mismos en función de la edad de la 
paciente con cáncer de mama, confirmando que nos encontramos 
ante una entidad biológica distinta cuando nos encontramos ante un 
cáncer de mama en una mujer menor de 35 años. Por ello, y tras los 
resultados descritos previamente dónde hemos evidenciado que en 
nuestra serie de pacientes muy jóvenes con cáncer de mama existe 
una relación estadísticamente significativa entre la afectación axilar 
por la enfermedad y el riesgo de recaída, nos propusimos estudiar si 
alguno de los miRNAs diferencialmente expresados en el cáncer de 
mama de mujeres jóvenes y mayores podría tener alguna 
implicación en la menor supervivencia de las pacientes con 




miRNAs (miR-30c, miR-125a, miR-17, miR-92b, miR-139 y miR-
663) y aunque los resultados obtenidos no sean significativos, 
probablemente debido al pequeño número de pacientes estudiadas, 
podemos observar que las pacientes muy jóvenes con cáncer de 
mama y afectación de los ganglios linfáticos axilares por la 
enfermedad que presentan una expresión del miR-30c disminuida 
tienen mayor riesgo de fallecer por su enfermedad. Esto concuerda 
con lo descrito en la literatura científica, donde se describe al miR-
30c como un biomarcador pronóstico en el cáncer de mama, 
implicado en la resistencia a la quimioterapia, en la invasión celular 
y asociado a la via EGFR y erbB4 (234-236).   
 Posteriormente decidimos estudiar aquellos genes que tanto 
por miRNAs como por el estudio genético de PAM50 parecian estar 
activados de forma diferente en mujeres con cáncer de mama en 
función de su edad. 
 Los resultados de PAM50 nos demuestran la existencia de 
29 genes diferencialmente expresados en tumores de mujeres 
jóvenes versus mujeres mayores y que se mantienen significativos 
tras la corrección por subtipo (p≤ 0.005). Estos genes son UBE2C, 
GNG11, CDC20, VIM, MELK, ANLN, CRYAB, ANGPTL4, 
CCNB1, VAMP8, CENPF, MYBL2, MKI67, MPP1, RB1, CAV1, 
SF3A1, RAD17, CCNE1, SLC16A3, F11R, BIRC5, EXO1, 
ERBB4, FBN1, GPR160, SH2B3, MDM2, ORC6L. Todos ellos 
relacionados con distintos procesos biológicos implicados en el 
desarrollo y progresión del cáncer, tales como la regulación del 




estudios previos han estudiado la relación de estos genes con cáncer 
de mama y en algunos de ellos se han reportado diferencias en 
cuanto a la edad del diagnóstico. Tal es el caso del estudio de Benz 
et al (237) donde se reportan diferencias en invasion y angiogénesis 
entre los tumores de jóvenes y mayores o el estudio de Johnson R et 
al(229). Para nuestro conocimiento este es el primer estudio donde 
se evidencia mediante el estudio de los genes de la plataforma 
génica PAM50 una firma genética única y exclusiva del cáncer de 
mama de mujeres jóvenes, donde 10 de los 29 genes serían los más 
significativos (dado que mantienen la significación mediante FDR) 
y estos genes son UBE2C, GNG11, CDC20, VIM, MELK, ANLN, 
CRYAB, ANGPTL4, CCNB1 y VAMP8. Todos estos genes están 
relacionados con la aparición y desarrollo tumoral. 
 
 Tras comparar los resultados obtenidos mediante el estudio 
de las vías genéticas afectadas por nuestros miRNAs diferenciales 
en mujeres jóvenes con los genes obtenidos tras la realización de la 
plataforma genética PAM50, todos los datos nos dirigían al estudio 
del gen erbB4, dado que se encuentra expresado de forma 
diferencial en los tumores de cáncer de mama de mujeres jóvenes y 
mayores. Es por ello, que nos propusimos estudiar la expresión de 
este gen mediante IHQ tanto a nivel de membrana como nuclear, 
tras consultar la bibliografía existente (174, 190, 191) y valorar si 
realmente existían diferencias en los tumores de nuestras mujeres 
jóvenes comparado con los de las mayores. Lo primero que 




mayor  porcentaje de mujeres jóvenes con erbB4 positivo (un 20% 
frente a un 16% en mujeres mayores), lo cual sería coincidente con 
los resultados previos. Mientras que erbB2 es un marcador 
predictivo muy conocido cuando estudiamos el cáncer de mama, el 
valor que tiene erbB4 es desconocido. En la literatura publicada, se 
ha implicado como un nuevo marcador predictivo en pacientes que 
reciben terapia anti-HER2 (189) pero en nuestros resultados no 
podemos confirmar ni desmentir esta afirmación, dado que todas las 
pacientes habían recibido Trastuzumab en la neo/adyuvancia. Por el 
contrario, sí que podemos afirmar, en base a nuestros datos 
obtenidos, que en la mayoría de los casos la sobreexpresión de 
erbB4 se asocia a una sobreexpresión de erbB2, tanto en mujeres 
jóvenes como en mayores (un 80% del total de mujeres jóvenes y 
un 100% en mujeres mayores).  También hemos observado que la 
sobreexpresión de erbB4  se puede asociar a la expresión de RH (en 
un 47% de las mujeres jóvenes y en un 87% en las mayores), pero 
no parece que esta asociación juegue un papel importante en nuestra 
serie (a diferencia de lo que sugieren Portier y colaboradores en su 
estudio). Sí parece evidente que la sobreexpresión de erbB2/erbB4 
podría conllevar un peor pronóstico en las mujeres jóvenes, dado 
que un 33% de estas pacientes han presentado una recaída por la 
enfermedad y de estas el 75% ha fallecido, y este hecho no se 
cumple en las pacientes mayores, dónde ninguna de las que 
sobreexpresan erbB2/erbB4 ha recaído. Estos resultados apoyan los 
datos descritos previamente en la literatura (187, 188) que sugieren 




último se comportaría como un oncogén (en nuestra serie se 
cumpliría únicamente en mujeres jóvenes); mientras que si sólo 
existe sobreexpresión de erbB4 (como es el caso de nuestras 3 
mujeres jóvenes, dos con subtipo IHQ luminal A y otra con subtipo 
triple negativo en las que no ha existido recidiva tumoral) este 
actuaría como un gen supresor de tumores.  
 
 En conclusión, en nuestro estudio vemos que la 
sobreexpresión de cerbB4 en el cáncer de mama tiene una diferente 
implicación en cuanto al pronóstico de las pacientes en función de 
la edad, y este fenómeno no ha sido descrito previamente. Es por 
ello, que debemos continuar con estos estudios con la finalidad de 
conseguir tratamientos dirigidos contra las alteraciones genéticas 
que se están evidenciando diferenciales en los tumores de cáncer de 
mama de mujeres muy jóvenes y con ello mejorar el pronóstico y 

































































1. Hemos definido 29 genes que discriminan los tumores de mama 
de mujeres jóvenes (≤ 35 años) de los de mujeres mayores. El 
análisis funcional indica que estos genes podrían estar regulando 
diferentes procesos biológicos relacionados con el desarrollo y la 
progresión del cáncer.  
2. La comparación entre la firma genética única de los tumores de 
mama de mujeres muy jóvenes basada en 6 microRNAs (miR-1228, 
miR-3196, miR-1275, miR-92b, miR-139 y el miR-1207) y la 
basada en los 29 genes, mostró que el gen erbB4 juega un papel 
fundamental en el cáncer de mama de mujeres jóvenes y que 
asociado a erbB2 confiere mayor agresividad al tumor. 
3. Hemos observado un aumento en la incidencia de cáncer de 
mama de mujeres jóvenes en los últimos años y hemos definido que 
estas pacientes presentan diferencias en términos de factores de 
riesgo que se han hecho más evidentes en los últimos 15 años; con 
una disminución en la edad de la menarquía, una disminución en el 
número de embarazos y en la edad de la primera gestación. 
4. La comparación entre los tumores de mujeres jóvenes y mayores 
en términos de factores pronósticos histológicos y moleculares nos 
ha demostrado que los tumores de las mujeres muy jóvenes exhiben 
características más agresivas, con mayor tamaño tumoral, mayor 




afectación ganglionar axilar. Así como la existencia de mayor 
sobreexpresión de HER2 y mayor frecuencia de mutaciones en los 
genes BRCA. 
5. Hemos identificado un mayor riesgo de recaída y de 
fallecimiento por la enfermedad si el cáncer de mama se diagnostica 
a edades ≤ 35 años, sobretodo si se asocia a afectación axilar.  
6. Hemos observado una mayor concordancia en las mujeres muy 
jóvenes entre el subtipo tumoral definido por inmunohistoquimica y 
el definido por la plataforma de investigación basada en PAM50. 
Siendo definidos subtipos intrínsecos más agresivos en mujeres 
jóvenes que en mayores. 
7. Hemos podido ver un mayor número de recaídas por el cáncer de 
mama en las mujeres jóvenes con subtipo intrínseco Luminal A, 
seguido de aquellas con subtipo Luminal B, basal y Her2. 
8. Las pacientes con cáncer de mama y afectación ganglionar axilar 
por la enfermedad que presentan el miR-30c reprimido en el tumor 
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ANEXO I. Clasificación TNM 
TUMOR PRIMARIO (T) 
Tx No se puede evaluar el tumor primario 
T0 No existe prueba de tumor primario 




Enfermedad de Paget del pezón que no está relacionada con el carcinoma invasivo 
o carcinoma in situ (CDIS o CLIS) en el parénquima mamario subyacente. Los 
carcinomas mamarios del parénquima mamario relacionados con la enfermedad de 
Paget se clasifican sobre la base del tamaño y las características de la enfermedad 
parenquimal, aunque la presencia de la enfermedad de Paget aún se deberia señalar.  
T1 El tumor mide ≤ 20 mm en su mayor dimensión 
T1 mi El tumor mide ≤ 1 mm en su mayor dimensión 
T1a El tumor mide > 1mm pero ≤ 5 mm en su mayor dimensión 
T1b El tumor mide > 5mm pero ≤ 10 mm en su mayor dimensión 
T1c El tumor mide > 10mm pero ≤ 20 mm en su mayor dimensión 
T2 El tumor mide > 20mm pero ≤ 50 mm en su mayor dimensión 
T3 El tumor mide > 50mm en su mayor dimensión 
T4 
El tumor es de cualquier tamaño con extensión directa a la pared pectoral o a la piel 
(ulceración o nódulos cutáneos) 
T4a 
Extensión a la pared torácica que no sólo incluye adherencia o invasión a los 
músculos pectorales  
T4b 
Ulceración o nódulos satélites ipsilaterales o edema(incluyendo la piel de naranja) 
la cual no satisface el criterio de carcinoma inflamatorio 
T4c Ambos, T4a y T4 b 
T4d Carcinoma inflamatorio 
 
 
CDIS: Carcinoma Ductal In Situ; CLIS: Carcinoma lobulillar in situ. La clasificación del tumor primario 
T es la misma, independientemente de si se fundamenta en el criterio clínico o patológico, o en ambos. 
Modificado de : .AJCC Cancer Staging Manual Edge, S., Byrd, D.R., Compton, C.C., Fritz, A.G., Greene, 





Ganglios linfáticos regionales (N) 
Clínico  
NX 
No se puede evaluar el ganglio linfático regional (p.ej., se extirpó 
previamente). 
N0 No hay metástasis regional a los ganglios linfáticos. 
N1 
Metástasis en grado ipsilateral movible I, II ganglio linfático axilar o 
axilares. 
N2 
Metástasis en grado ipsilateral I, II ganglios linfáticos axilares que están 
clínicamente fijos o apelmazados. 
Metástasis en ganglios mamarios ipsilaterales internos detectados 
clínicamente
b
 en ausencia de metástasis a ganglio linfático axilar 
clínicamente manifiesta. 
N2a 
Metástasis ipsilateral en grado I, II a ganglios linfáticos axilares fijos unos 
a otros (apelmazados) o a otras estructuras. 
N2b 
Metástasis solo en ganglios mamarios internos ipsilaterales detectados 
clínicamente
b
 en ausencia de metástasis clínicamente manifiesta a ganglio 
linfático axilar de grado I, II. 
N3 
Metástasis en ganglio(s) linfático(s) infraclavicular(es) ipsilateral(es) 
(grado III axilar) con implicación de ganglio linfático axilar de grado I, II. 
Metástasis en ganglio(s) linfático(s) mamario(s) ipsilateral(es) interno(s) 
clínicamente detectado(s)
b
 con metástasis manifiesta en ganglios linfáticos 
axilares grados I, II. 
Metástasis en ganglio(s) linfático(s) supraclavicular(es) ipsilateral(es) con 
implicación axilar o mamaria interna de ganglios linfáticos o sin esta. 
N3a Metástasis en ganglio(s) linfático(s) infraclavicular(es) ipsilateral(es). 
N3b 
Metástasis en ganglio(s) linfático(s) mamario(s) interno(s) ipsilateral(es) y 
ganglio(s) linfático(s) axilar(es). 
N3c Metástasis en ganglio(s) linfático(s) ipsilateral(es) supraclavicular(es). 
 
Modificado de  AJCC: Breast. En: Edge SB, Byrd DR, Compton CC, et al., eds.: AJCC Cancer Staging 
Manual. 7th ed. New York, NY: Springer, 2010, pp 347–76. 








No se pueden evaluar los ganglios linfáticos regionales (p.ej., extirpación 
previa o no se extirpó para un estudio patológico). 
pN0 
No se identificó metástasis en ganglios linfáticos regionales por medios 
histológicos. 
Nota: los ITC se definen como pequeños grumos de células ≤0.2 mm, o células de un solo 
tumor o una aglomeración de <200 células en una sección histológica cruzada única. Las 
ITC se pueden localizar mediante una histología rutinaria o mediante métodos IHC. Los 
nódulos que solo contienen ITC se excluyen del recuento total de nódulos positivos para el 
proceso de clasificación N, pero se deben incluir en el número total de nódulos evaluados. 
pN0(i–) 
Histológicamente, no hay metástasis regional a ganglio linfático regional, 
IHC negativo. 
pN0(i+) 
Células malignas en ganglio(s) linfático(s) regional(es) ≤0.2 mm 
(detectado mediante H&E o IHC, incluyendo la ITC). 
pN0(mol–) 
Histológicamente no hay metástasis a ganglio linfático regional, hallazgos 
moleculares negativos (RT-PCR). 
pN0(mol+) 
Hallazgos moleculares positivos (RT-PCR), pero no se localizó metástasis 
a ganglio linfático regional alguno mediante histología o IHC. 
pN1 
Micrometástasis. 
Metástasis en 1–3 ganglios linfáticos axilares. 
Metástasis en ganglios mamarios internos con detección de metástasis 




pN1mi Micrometástasis (>0,2 mm o >200 células pero ninguna >2,0 mm). 
pN1a 
Metástasis en 1–3 ganglios linfáticos axilares, al menos una metástasis 
>2,0 mm. 
pN1b 
Metástasis en ganglios mamarios internos con micrometástasis o 
macrometástasis detectada mediante biopsia de ganglio linfático centinela, 
pero sin detección clínica. 
pN1c 
Metástasis en 1–3 ganglios linfáticos axilares y ganglios linfáticos 
mamarios internos con micrometástasis o macrometástasis localizado 
mediante biopsia de ganglio linfático, pero sin detección clínica. 
pN2 
Metástasis in 4–9 ganglios linfáticos axilares. 
Metástasis en ganglios linfáticos mamarios internos detectadas 
clínicamente
d





Metástasis en 4–9 ganglios linfáticos axilares (al menos un depósito 
tumoral >2 mm). 
pN2b 
Metástasis en ganglios linfáticos mamarios internos detectados 
clínicamente en ausencia de metástasis a ganglio linfático axilar. 
pN3 
Metástasis en ≥10 ganglios linfáticos axilares. 
Metástasis en ganglios linfáticos infraclaviculares (grado III axilar). 
Metástasis en ganglios linfáticos mamarios internos ipsilaterales 
detectados clínicamente
c
 en presencia de ≥1 ganglios linfáticos axilares 
positivos de grado I o II. 
Metástasis en >3 ganglios linfáticos axilares y ganglios linfáticos internos 
mamarios con micrometástasis o macrometástasis localizada mediante 
biopsia de ganglio linfático centinela pero sin detección clínica.
c
 
Metástasis en ganglios linfáticos ipsilaterales supraclaviculares. 
pN3a 
Metástasis en ≥10 ganglios linfáticos axilares (por lo menos un depósito 
tumoral >2,0 mm). 
Metástasis a los ganglios infraclaviculares (ganglio axilar de grado III). 
pN3b 
Metástasis en >3 ganglios linfáticos axilares y ganglios mamarios internos 
detectados clínicamente
d
 en presencia de metástasis a ganglio linfático 
axilar de ≥1 ganglio linfático axilar positivo. 
Metástasis en >3 ganglios linfáticos axilares y ganglios linfáticos internos 
mamarios con micrometástasis o macrometástasis localizada mediante 
biopsia de ganglio linfático centinela pero sin detección clínica. 
pN3c Metástasis en ganglios linfáticos ipsilaterales supraclaviculares. 
Postratamiento ypN 
Postratamiento yp "N" se deberían evaluar como métodos clínicos (pretratamiento) "N" 
arriba. El modificador "sn" solo se usa si una evaluación de un ganglio linfático se llevó a 
cabo luego del tratamiento. Se asume que la evaluación del ganglio axilar fue mediante 
DGA. 
Se usará la clasificación X (ypNX) si no se llevó a cabo el postratamiento yp SN o DGA. 







METÁSTASIS A DISTANCIA 
 
Modificado de  AJCC: Breast. En: Edge SB, Byrd DR, Compton CC, et al., eds.: AJCC 









M0 No hay prueba clínica o radiográfica de metástasis a distancia. 
cM0(i+) 
No hay prueba clínica o radiográfica de metástasis a distancia, pero sí 
detección de depósitos de células tumorales moleculares o 
microscópicas en la sangre circulante, médula ósea u otros tejidos 
ganglionares no regionales, que tienen ≤0.2 mm en pacientes sin 
signos o síntomas de metástasis. 
M1 
Hay metástasis a distancia según lo determinan medios clínicos o 
radiográficos clásicos o se comprueba por medios histológicos que 
tiene >0.2 mm. 
Modificado de  AJCC: Breast. En: Edge SB, Byrd DR, Compton CC, et al., eds.: AJCC Cancer 
Staging Manual. 7th ed. New York, NY: Springer, 2010, pp 347–76. 
DGA = disección ganglionar axilar; H&E = tinción de hematoxilina y eosina; IHC = 
inmunohistoquímico; ITC = células tumorales aisladas; RT-PCR = reacción en cadena de la 
transcriptasa/polimerasa inversa. b 
La clasificación se fundamenta en la disección de ganglios linfáticos axilares con biopsia de 
ganglio linfático centinela o sin esta. La clasificación que se fundamenta sólo en la biopsia de 
ganglio linfático centinela sin una disección de ganglio linfático axilar subsiguiente, se designa 




ESTADIO ANATÓMICO/GRUPOS PRONÓSTICOS 
 
Estadio T N M 
0 Tis N0 M0 
IA T1 N0 M0 
IB 
 
T0 N1mi M0 
T1 N1mi M0 
IIA 
T0 N1 M0 
T1 N1 M0 
T2 N0 M0 
IIB 
T2 N1 M0 
T3 N0 M0 
IIIA 
T0 N2 M0 
T1 N2 M0 
T2 N2 M0 
T3 N1 M0 
T3 N2 M0 
IIIB 
T4 N0 M0 
T4 N1 M0 
 
T4 N2 M0 
IIIC Cualquier T N3 M0 





Modificado de  AJCC: Breast. En: Edge SB, Byrd DR, Compton CC, et al., eds.: AJCC 









ANEXO II: Grado histológico (Scarf-Bloom-Richardson) 
 
CARACTERISTICAS PUNTOS 
Formación de tubulos (porcentaje de carcinoma compuesto por estructuras 
tubulares) 
> 75 % 1 punto 
10 - 75 % 2 puntos 
< 10 % 3 puntos 
Pleomorfismo nuclear 
Células uniformes pequeñas  1 punto 
Aumento moderado en el tamaño y en la variación  2 puntos 
Notable variación 3 puntos 
Cifra mitótica (por 10 campos potenciados) 
Hasta 7 1 punto 
8 - 14 2 puntos 
15 o más 3 puntos 
Grado histológico final 
Grado 1  3 - 5 
Grado 2  6 y 7 





ANEXO III. Perfil de expresión diferencial de microRNAs 
obtenido en laboratorio. 






ANEXO IV. Patrón genético de expresión entre los tumores de las 
pacientes muy jóvenes y de las mayores obtenido de la plataforma de 
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